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(A listán csak azok a rövidítések szerepelnek, amelyek a dolgozatban legalább háromszor 
előfordulnak.) 
Ag  antigén 
APC  allofikocianin (Allophycocyanin) 
B-CLL  B-sejtes krónikus limfocitás leukémia (B Cell Chronic 
Lymphocytic Leukemia) 
BCR  B-sejt receptor (B Cell Receptor) 
BSA  marha szérumalbumin (Bovine Serum Albumin) 
C4-bp  C4-kötő fehérje (C4-binding protein) 
C5aR  C5a komplementkomponens receptora 
C3bA  C3b Akceptor felület 
CLL  krónikus limfoid leukémia (Chronic Lymphocytic Leukemia) 
CL264  TLR7 szintetikus aktivátora 
CpG (ODN 2006)  TLR9 szintetikus aktivátora, citozinban és guaninban gazdag 
szigeteket tartalmazó oligonukleotid  
cpm  percenkénti beütésszám (count per minute) 
CRIg  immunglobulin családba tartozó komplementreceptor 
(Complement Receptor of the Immunoglobulin Family) 
CR   komplementreceptor (Complement Receptor) 
CR1 (CD35)  1-es típusú komplementreceptor (Complement Receptor Type 1) 
CR2 (CD21)  2-es típusú komplementreceptor (Complement Receptor Type 2) 
CR3 (CD11b/CD18)  3-as típusú komplementreceptor (Complement Receptor Type 3) 
CR4 (CD11c/CD18) 4-es típusú komplementreceptor (Complement Receptor Type 4) 
DAMP  veszély asszociált molekuláris mintázat (Danger Associated 
Molecular Pattern) 
DNS  dezoxiribonukleinsav 
ELISA  enzimkötött immunszorbens esszé (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay) 
ELISPOT   enzimkapcsolt immunospot módszer (Enzyme-Linked Immune  
   Absorbent Spot Assay) 
Erk  extracelluláris szignál-regulált kináz (Extracellular Signal-
Regulated Kinase) 
FCS  magzati borjú szérum (Fetal Calf Serum) 
FDC  follikuláris dendritikus sejt (Follicular Dendritic Cell) 
FITC  fluoreszcein-izotiocianát (Fluorescein Isothiocyanate) 
FO B-sejtek  follikuláris B-sejtek (Follicular B Cells) 
GKN-oldat  glükóz, KCl és NaCl tartalmú foszfátpuffer 
HRPO  tormaperoxidáz (Horse Radish Peroxidase) 
IFN  interferon 
Ig  immunglobulin 
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IgVH  immunglobulin variábilis régiójának nehéz lánca 
(Immunoglobulin Variable Heavy Chain) 
IL  interleukin 
JNK  Jun N-teminális kináz (Jun N-terminal Kinase) 
LPS  lipopoliszacharid (Lipopolisaccharide) 
LHR  hosszú homológ ismétlődés (Long Homologous Repeat) 
MAC  pórusformáló komplex (Membrane Attack Complex) 
MAP-kináz  mitogén aktivált protein kináz 
MBL  mannózkötő lektin (Mannose Binding Lectin) 
mIg  membrán immunglobulin 
MyD88  adaptor fehérje (Myeloid Differentiation factor 88) 
MZ B-sejtek  marginális zóna B-sejtek (Marginal Zone B Cells) 
NF-κB  transzkripciós faktor (Nuclear Factor-κB) 
NK-sejt  természetes ölősejt (Natural Killer Cell) 
PAMP  patogén asszociált molekuláris mintázat (Pathogen Associated 
Molecular Pattern) 
PBMC  perifériás vér mononukeáris sejtjei (Peripherial Blood 
Mononuclear Cells) 
PC  plazmasejt (Plasma Cell) 
PBS  foszfát pufferes sóoldat (Phosphate Buffered Saline) 
PE  fikoeritrin (Phycoerythrin) 
PhosphoFlow esszé  foszfokináz specifikus áramlási citofluorimetria módszer 
PMC  perifáriás mononukleáris sejtek (Peripheral Mononuclear Cells) 
R-837  TLR7 szintetikus aktivátora, Imiquimod 
RA  rheumatoid artritisz (Rheumatoid Arthritis) 
RNS  ribonukleinsav 
RPMI1-1640 médium  sejttenyésztő médium 
SCR  rövid konszenzus szekvencia (Short Consensus Repeat) 
SLE  szisztémás lupusz eritematózusz (Systemic Lupus 
Erythematosus) 
Syk  lép tirozin kináz (Spleen Tyrosine Kinase) 
TAPA  CD81 molekula (Target of the Antiproliferative Antibody) 
TIR Toll/Interleukin 1 Receptor 
TLR  Toll-szerű receptor (Toll-like Receptor) 
TNF tumor nekrózis faktor 
TRIF  adaptor fehérje (TIR domain-containing adaptor inducing 
interferon-beta) 
TWB-0,1% Tween-20 0,1% Tween-20-at tartalmazó mosópuffer 
ZAP-70  70 kDa-os T-sejt receptor zéta lánc asszociált protein kináz 






A komplementrendszer és a Toll-szerű receptorok (TLR) két alapvető eleme a 
veleszületett immunitásnak, melyek nemcsak a szervezet elsődleges védelmi vonalának 
kialakításában játszanak kritikus szerepet, hanem az adaptív immunválasz formálásában és 
szabályozásában is. Bizonyos mikrobiális eredetű komponensek (ún. patogén asszociált 
molekuláris mintázatok (PAMP-ok)), továbbá a sejtek károsodásakor felszabaduló anyagok 
(ún. veszély-asszociált molekuláris mintázatok (DAMP-ok)), mint például a zimozán, a 
lipopoliszacharid (LPS) és a nukleinsavak, a megfelelő receptorokhoz kötődve szinte azonnal 
képesek TLR-függő jelátviteli folyamatokat indítani és ezzel egyidőben a 
komplementrendszert is aktiválni. Mivel a komplementkomponensek - a keringésben való 
jelenlétük mellett - lokálisan is termelődhetnek és aktiválódhatnak a különböző szöveti 
környezetekben, a C3-eredetű ligandumok könnyen elérhetőek a sejtes interakciók számára, 
pl. a másodlagos nyirokszervekben is. A komplementrendszer és a TLR-ek között kialakuló 
együttműködés jelentősen befolyásolhatja a kialakuló adaptív immunfolyamatokat. 
Fiziológiás és patológiás körülmények között is gyakran kerülhetnek a B-sejtek 
környezetébe a komplementrendszert aktiváló és a TLR-ekhez is kötődő patogének. Ilyenkor 
a B-sejtek felszínén expresszálódó, csíravonalban kódolt komplementreceptorok (CR) és 
TLR-ek, valamint a klonálisan kifejeződő, szomatikus rekombináción átesett antigén-
specifikus B-sejt receptor (BCR) egyidejű aktivációja és összjátéka alapvetően módosíthatja, 
vagy éppen finomhangolhatja a különböző B-sejt funkciókat (1. ábra). 
Napjainkig a komplementrendszer és a TLR-ek együttműködésének eredménye a B-
sejt funkciók szabályozásában csak kevéssé vizsgált terület1,8,9. E két rendszer 
immunmoduláló hatását többnyire csak külön-külön, illetve páronként tanulmányozták (pl. 
TLR – BCR, CR – BCR interakciók), nem pedig egy komplex rendszer kooperáló 
partnereiként tekintve azokat. Kutatócsoportunk írta le először, hogy az 1-es típusú 
komplemetreceptor (CR1, CD35) emberi B-sejtek esetében negatívan hat számos BCR-
indukált sejtfunkcióra (proliferáció, citokin- és ellenanyag-termelés) fiziológiás és patológiás 
körülmények között egyaránt1-3. A CR1 B-sejt funkciókat gátló hatását számos további 
kísérletben erősítettek meg mások – egyebek között in vivo modellrendszerekben is4-6. 
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Hogy közelebb kerüljünk az említett rendszerek közötti együttműködés részleteinek 
megértéséhez, a dolgozatban bemutatott munkánk céljaként tűztük ki annak megismerését, 
hogy a CR1 miként befolyásolja az emberi B-sejtek TLR7 és TLR9 indukált funkcióit – mely 
két TLR a patogén eredetű komponensek és a károsodott sejtekből származó nukleinsavak 
leginkább tanulmányozott szenzora - fiziológiás és patológiás körülmények között egyaránt. 
Emellett célunk volt feltárni a CR1 keresztkötés következményeit a TLR7 és a BCR, illetve a 
TLR9 és a BCR egyidejű aktivációjakor bekövetkező funkcionális változásokra is, 
modellezve azt,  amikor a komplementrendszert és a TLR-eket is egyidőben aktiváló DAMP-




1. ábra. A CR1, a TLR-ek és a BCR között kialakuló lehetséges kölcsönhatások 
következményei emberi B-sejtek funkcióira. Az ábrán látható rövidítések: BCR: B-sejt 
receptor (B Cell Receptor), CR1(CD35): 1-es típusú komplementerceptor (Complement 
Receptor Type 1), TLR: Toll-like receptor, PAMP: patogén asszociált molekuláris mintázat 





1. Irodalmi áttekintés 
1.1. B-sejtek 
A B-sejtek az adaptív immunrendszer humorális ágának központi komponensei, 
melyek az ellenanyag-termelést biztosítják a szervezetükben. Fejlődésük két fő fázisra 
osztható (2. ábra). A kezdeti lépések a fötális májban, illetve a csontvelőben zajlanak, és az 
érési folyamat ezen szakaszában koordináltan szabályozott génátrendeződés és idegen eredetű 
antigéntől független sejt-proliferáció zajlik10,11. A B-sejtek egyes klónjai felszínükön eltérő 
fajlagosságú immunglobulint (Ig-t), azaz membránkötött Ig-t (mIg) expresszálnak, melyek a 
BCR antigén (Ag)-felismerő egységei. Az ellenanyagok az Ig lókuszon található V, D és J 
génszegmensek véletlenszerű, kombinatorikus átrendeződése során keletkeznek12. Ez a 
folyamat teszi lehetővé a hatalmas diverzitású BCR repertoár kialakulását (~109 db különböző 
variábilis szekvenciájú mIg-t tartalmazó BCR jön létre), mely hasonló nagyságrendben képes 
felismerni saját és nem-saját struktúrákat. Később, a csontvelőben zajló negatív szelekciós 
lépések során a saját antigéneket felismerő autoreaktív B-sejt klónok apoptózissal 
elpusztulnak. Habár az autoreaktív B-sejtek száma szignifikánsan csökken az éretlen B-
sejtekből érett B-sejt fázisba történő átalakulás során, néhány közülük „megmenekülhet” a 
csontvelőben zajló szelekciós folyamatoktól, és a perifériára juthat a saját struktúrákat 
potenciálisan felismerő autoreaktív B-sejtként13. 
A BCR sejtfelszíni megjelenését követően a sejtek a perifériára vándorolnak, ahol 
érésük az „antigén-függő” szakaszba lép10,11. A B-limfociták IgM+CD10+ tranzícionális 
sejtekként hagyják el a csontvelőt, és számos érési lépésen mennek keresztül, miközben a 
véren át a periférás limfoid szövetekbe, szervekbe jutnak14. A másodlagos nyirokszervek 
megfelelő mikrokörnyezetet biztosítanak a B-sejtek számára a hatékony antigén-
felismeréshez. Ez a folyamat elengedhetetlen követelménye a B-sejtek klonális expanziójának 
és a perifériára történő kijutásának: azok a B-sejtek, melyek nem találkoznak a számukra 
megfelelő antigénnel, apoptózissal elpusztulnak. Ha az antigén mellett azonban további 
másodlagos szignálok is jelen vannak citokinek, follikuláris dendritikus sejtes (FDC) vagy T-
sejtes kontaktusok formájában, lehetőség adódik a memória B-sejtek és az ellenanyag-
szekretáló plazmasejtek (PC) populációjának kialakulására15,16. Mindeközben a B-sejt 
aktiválódás szigorú szabályozása megakadályozza a nem-specifikus („bystander”) sejtek 




A B-sejtek két fő populációra különülnek el: a B-1 és a B-2 sejtekre (2. ábra). A B-1 
sejtek IgM+, IgD-, CD21+ limfociták, melyek ún. természetes ellenanyagokat - vagyis 
korlátozott repertoárral rendelkező, elsősorban IgM izotípusú, kis affinitású, autoreaktív 
antitesteket – termelnek. Főként a peritoneális üregben, valamint a bél-asszociált limfoid 
szövetekben lokalizálódnak. A B-2 sejtekkel ellentétben a B-1 sejtek a magzati májból 
származnak, és önmegújító képességgel rendelkeznek. Két alpopulációját azonosították a CD5 
molekula expresssziója alapján: a CD5+ B-1a sejteket, illetve a B-1b sejteket, melyek nem 
fejezik ki a CD5-öt18,19. Ellenanyag-repertoárjuk erősen konzervatív struktúrák ellen irányul, 
mint pl. a foszforil-kolin, a dezoxiribonukleinsav (DNS) és a nukleáris fehérjék. Ezek a 
molekulák ismétlődő epitópokat tartalmaznak, melyekkel számos sejtfelszíni Ig reagál 
egyszerre, és ezáltal a Th-sejtekből (segítő T-sejtek, T Helper Cells) származó citokinek 
hiányában is képesek Ag-specifikus B-sejt választ indukálni. Azonban ez a folyamat nem jár 
csíraközpont reakcióval, és így szomatikus mutációkkal sem, továbbá immunológiai memória 
sem alakul ki.  
Az érett B-2 sejteken belül fenotípus alapján két populáció különböztethető meg: a 
marginális zóna B-sejtek (MZ B-sejtek) és a follikuláris B-sejtek (FO B-sejtek)20. Ezen sejtek 
a csontvelőből származnak és a lép marginális zónájában, illetve a másodlagos nyirokszervek 
follikulusaiban lokalizálódnak. A B-1 B-sejtekhez hasonlóan a MZ B-sejtek is az 
immunrendszer veleszületett komponensei, főként T-independens antigénekre adnak választ 
és természetes ellenanyagokat termelnek21. A MZ B-sejtek IgMhigh, IgDlow és CD21+ 
limfocitákként azonosíthatók. Ezek a sejtek a limfoid szövetek és a vérkeringés határán 
találhatóak meg, és a polireaktív BCR repertoár, valamint a fokozott mértékű TLR expresszió 
miatt a veleszületett és az adaptív immunrendszer mezsgyéjén létező sejtpopulációként tartják 
számon őket22. 
A B-1 és az MZ B-sejtekkel ellentétben a FO B-limfociták főként T-dependens fehérje 
antigénekre reagálnak, és aktiválódásuk feltétele, hogy megerősítő szignálokat kapjanak a Th-
sejtektől (segítő T-sejtek, T Helper Cells). Ezek a sejtek IgMlowIgDhighCD23+ sejtekként 
karakterizálhatóak20. Az antigénnel történő találkozás és a megfelelő („cognate”) effektor T-
sejt – B-sejt interakciót követően osztódásba kezdenek, és rövid életű PC-ké 
differenciálódnak vagy belépnek a csíraközpontba23. A csíraközpontokban a B-sejtek számos 
osztódási lépésen, szomatikus hipermutációkon és izotípusváltáson mennek keresztül24, 
aminek eredményeként nagy affinitású BCR-rel rendelkező, Ag-specifikus B-sejtek alakulnak 
ki, melyek létrehozzák a memória B-sejt kompartmentet is25. A memória B-sejtek ismételt Ag 
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stimuláció hatására gyors osztódásba kezdenek, és hosszú életű PC-ké differenciálódnak a 
megfelelő memória T-sejtek ellenőrzése mellett26,27. A hosszú életű PC-k ezt követően 
visszavándorolnak a csontvelőbe vagy a gyulladt szövetekbe migrálnak, ahol nagy affinitású 
ellenanyagokat termelnek28. 
A B-sejtek az ellenanyag-szekréció mellett számos egyéb immunológiai funkciót is 
ellátnak, és ezáltal résztvesznek az immunválasz szabályozásában. Aktivációjukat a 
sejtmembránban található BCR antigén általi keresztkötése váltja ki, aminek hatására a 
receptorok klaszterekbe csoportosulva jelátviteli folyamatokat indukálnak29. Mivel a BCR 
antigén-felismerő alegysége, az mIg nem rendelkezik jeltovábbításra alkalmas 
citoplazmatikus résszel, ezt a funkciót az mIg-hez nem kovalens módon kapcsolódó, diszulfid 
hidakkal össszekötött, ITAM-mal (tirozin alapú foszforilációs motívum, Immunoreceptor 
Tyrosine-based Activation Motif) rendelkező Igα és Igβ polipeptidlácok indítják el. A BCR 
keresztkötése után a receptor-komplexszel asszociált Src kinázok családjába tartozó Lyn, Blk, 
Fyn és lép/spleen tirozin kináz (Syk) jelátviteli molekulák aktiválódnak, majd egymás 
kölcsönös foszforilációja révén legalább négy fő szignalizációs útvonal aktivációját 
indukálják, melyek a különböző válaszfolyamatok kialakításában vesznek részt. Ezek a 
foszfolipáz C-hez, a Rho GTP-ázhoz, a Ras-hoz és a foszfatidil-inozitol-3-kinázhoz 
kapcsolódó kaszkádok, melyek kombinálódása végül a Proteinkináz B, mitogén aktivált 
protein kinázok (MAP-kinázok) (pl. p38, Jun N-teminális kináz (JNK), extracelluláris szignál-
regulált kináz (Erk)) és IKK (IκB kináz) molekulák, valamint transzkripciós faktorok (pl. 
nukleáris faktor-κB (NF-κB)) aktivációjához, majd ezt követően számos gén 
transzkripciójához vezetnek29,30. A sejtaktiváció jelátviteli eseményeiben a protein-tirozin-
kinázok és foszfatázok koordinált működése, tehát a foszforilációs és defoszforilációs 
folyamatok szabályozott egyensúlya központi szerepet játszik31. 
A BCR által közvetített jelek az antigénnel való kölcsönhatás körülményeitől és a B-
limfocita állapotától (pl. a receptor szerkezeti tulajdonságai, a sejt érettségi foka, a sejtet érő 
környezeti hatások, citokinek és koreceptorok befolyása, stb.) függően a sejtek apoptózisát, 
anergiáját, túlélését vagy aktiválódását válthatják ki. Ez utóbbi folyamat Ag-prezentációhoz, 
proliferációhoz, ellenanyag- és citokintermeléshez, illetve differenciációhoz vezethet32-34. 
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Ezen sokrétű funkciók lehetővé teszik, hogy a B-sejtek központi szerepet töltsenek be 
az immunfolyamatok szabályozásában. Azonban fontos azt is megemlíteni, hogy a 
szabályozás kisiklása patológiás folyamatok – így pl. autoimmun betegségek, valamint 
malignus transzformációk - kialakulásához vezethet. 
 
2. ábra. B-sejt fejlődés és populációk. Az ábra a B-sejt fejlődés fő állomásait, valamint a 
kialakuló B-limfocita alpopulációkat vázolja fel. Az ábrán látható rövidítések: CLP: közös 
limfoid progenitor (Common Limphoid Progenitor), SHM: szomatikus hipermutáció (Somatic 
Hypermutation), CSR: izotípusváltás (Class Switch Recombination), PC: plazmasejt (Plasma 
Cell), MZ: marginális zóna (Marginal Zone), FO: follikuláris (Follicular), GC: germinális 
centrum (Germinal Centre). Forrás: LeBien, Tedder, Blood, 200810 – alapján módosítva 
1.1.1. Krónikus limfoid leukémia 
A krónikus limfoid leukémia (CLL) vagy más néven B-sejtes krónikus limfocitás 
leukémia (B-CLL) a B-sejt eredetú limfómák közé sorolható betegség, mely a nyugati világ 
egyik leggyakrabban előforduló felnőttkori leukémia típusa. Az összes leukémiás eset 
mintegy 20–30%-át teszi ki. Alapvetően felnőttkori betegség, a betegek zöme 50 év feletti, 
többségük férfi. A betegség diagnózisának egyik fontos kritériuma, hogy a vérben megjelenő 
monoklonális B-sejtek  száma legalább 5x109/liter legyen35.  Bár a diagnózis felállításakor 
sokan teljesen tünetmentesek, a betegségre jellemző a nyirokcsomók duzzanata, máj- és 
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lépmegnagyobbodás, fáradékonyság és gyengeség, visszatérő fertőzések, valamint fokozott 
vérzékenység. Egyelőre a gyógyíthatatlan betegségek közé tartozik. 
A CLL a CD5+, CD19+ és CD23+ polireaktív B-sejt klónok monoklonális 
felszaporodásával jár, melyeket kis mértékű sejtfelszíni Ig-expresszió jellemez35. Az említett 
sejtfelszíni markerek közül a CD5 molekulát korábban pán-T-sejt markerként azonosították, 
és később derült ki, hogy a hosszú életű B-1 B-sejtek felszínén is expresszálódik. A CLL 
jelentős mértékű heterogenitással jellemezhető mind klinikai, mind genomi, mind pedig 
fenotípusos megjelenését illetően, többek között azért is, mert a betegek 7-20%-ának B-
sejtjein nem jelenik meg a CD5 marker36.  
A CLL egyedülállónak számít a B-sejtes tumorok között abból a szempontból, hogy a 
malignus B-sejt klónok szomatikusan mutált vagy mutálatlan immunglobulin variábilis régió 
nehéz lánc (IgVH) génekkel is rendelkezhetnek. A mutálatlan státuszú CLL B-sejtekről azt 
gondolják, hogy valószínűleg még a csíraközpontba való belépésüket megelőzően 
befejeződött az érésük. A mutált státuszú CLL B-sejtek ezzel szemben a csíraközpontokból 
kijutva érik csak el a végleges differenciáció állapotát. Ismert továbbá, hogy az IgVH gének 
mutációs státuszától függően a CLL B-sejtek eltérő tulajdonságokkal rendelkeznek. 
Általánosságban elmondható, hogy a mutálatlan IgVH státuszú betegek klinikai progressziója 
sokkal agresszívebben zajlik, és rövidebb túlélési idő jellemző rájuk. DNS-microarray 
vizsgálatokkal kimutatható, hogy az ilyen betegek B-sejtjeiben a T-sejt receptor zéta lánc 
asszociált protein kináz (ZAP-70) jelátviteli molekula jelentős mennyiségben expresszálódik, 
szemben a mutált nehézláncú betegek B-sejtjeivel, melyekre a ZAP-70 alacsony expressziója 
jellemző. Nagyszámú CLL-es beteg vizsgálatáról beszámoló további tanulmányok szerint a 
ZAP-70 expressziós szintje alapján következtetni lehet a B-sejtek mutációs státuszára, illetve 
a molekula mennyisége korrelál a betegség progressziójával és a túlélési esélyekkel is37. 
Emellett ismert, hogy a mutált IgVH génekkel jellemezhető sejtek anergiával válaszolnak a 
BCR-en keresztül érkező stimulusra, míg a mutálatlan CLL B-sejtek megőrzik a sejtfelszíni 
Ig-n keresztül kiváltható szignalizációs képességüket38. A mutált CLL B-sejtekről azt is 
leírták, hogy CpG stimulusra apoptózissal reagálnak39,40. Továbbá Chatzouli és munkatársai 
arról számoltak be, hogy a mutációs státusztól függően az egyidejű BCR és TLR9 stimuláció 
is eltérő funkcionális választ válthat ki ezen sejtek esetében40. Jelátviteli molekulák 
foszforilációja és a kaszpáz-aktivitás vizsgálata során azt tapasztalták, hogy a betegekből 
származó, mutálatlan nehéz lánccal rendelkező B-sejtek gyengébben válaszolnak a kettős 
stimulusra, mint önmagában a CpG-re. 
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1.2. A komplementrendszer 
A veleszületett immunitás egyik központi komponensét képező komplementrendszer 
több mint 30 szérum-, illetve membránfehérjéből áll, mely biztosítja a szervezet kórokozókkal 
szembeni azonnali védelmét, és emellett részt vesz az adaptív immunválasz szabályozásában 
is. A komplementrendszer a vérben és egyéb testnedvekben inaktív állapotban jelenlévő, 
megfelelő trigger hatására egymást kaszkádszerűen aktiváló faktorokból, valamint az 
aktiválódott komponenseket megkötő receptorokból és szabályozó molekulákból épül fel41-43. 
A keringő szolubilis faktorok zömét a máj termeli, azonban számos sejtféleség (pl. monociták, 
makrofágok, dendritikus sejtek, neutrofil granulociták, természetes ölősejtek (NK-sejtek), 
endotél-sejtek, B- és T-limfociták és hízósejtek) a különböző szövetekben lokálisan is 
képesek előállítani az egyes komponenseket44,45. 
1.2.1. A komplementrendszer aktiválódási útvonalai 
A kaszkád aktiválódása három különböző útvonal mentén valósulhat meg42,43,46        
(3. ábra). Régóta ismert, hogy a klasszikus utat hatékonyan indítja el a C1 komplex 
tulipáncsokorra emlékeztető C1q alegység „feji” részeinek kölcsönhatása az 
immunkomplexekben lévő IgG, illetve IgM molekulák Fc-részeivel, egy Ca2+ függő lépés 
során. Ellenanyag-független módon a C1q megkötésére alkalmas apoptotikus sejtek, egyes 
vírusok (pl.HIV), a pentraxinok (pl. C-reaktív protein és pentraxin 3) és a szérum amyloid P is 
beindíthatják a klasszikus utat47. A szintén Ca2+ dependens lektin útvonalat a mannózkötő 
lektin (MBL), kollektinek és fikolinok szénhidrátokban gazdag struktúrákhoz kötődése, majd 
ezen mintázatfelismerő molekulákhoz asszociált szerin-proteázok aktiválódása indítja be48. 
Az alternatív út konstans, kismértékű aktivációja állandóan zajlik a szérumban, fiziológiás 
körülmények között is, aminek eredményként C3b keletkezik, melynek egy része az aktiváló 
felszínhez kötődik. E folyamatban olyan struktúrák, illetve patogének vesznek részt, melyek 
felszíne sziálsavban szegény, semleges vagy pozitív töltésű és nem expresszálnak 
komplement regulátorokat. Az alternatív út erőteljes aktivátora pl. a Gram-negatív 
baktériumok sejtfalát alkotó LPS, vagy a gombák sejtfalát alkotó szénhidrátok is49. 
A C1q kötődését követően a klasszikus útvonal első lépéseként, a C1 
molekulakomplexet alkotó két másik alegység, a szerin-proteáz tulajdonságokkal rendelkező 
C1r és C1s aktiválódik, és hasítja a C2 és C4 komponenseket50,51. A keletkező nagyobb 
fragmentumok az aktiváló felszínhez kapcsolódva létrehozzák a C3-at hasítani képes C3 
konvertázt (C4bC2b). Ezután a komplexhez C3b molekula kötődik, és kialakul a C5 
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konvertáz (C4bC2bC3b). Végül ennek az enzimnek a segítségével lehetővé válik a C5 
komponens hasítása is, ami után a kaszkád a többi aktivációs úttal egyesülve a pórusformáló 
komplex (MAC) létrehozásában vesz részt. Az aktiválódás során keletkező kisebb 
fragmentumok (C3a, C5a, stb.) a környezetbe diffundálva, mint anafilatoxikus peptidek fejtik 
ki gyulladáskeltő hatásukat. 
A lektin útvonal az előbb részletezett klasszikus úthoz hasonló módon zajlik, azzal a 
különbséggel, hogy az iniciációját nem a C1, hanem az MBL és a MASP-ok (MBL-asszociált 
szerin proteázok, MBL-Associated Serine Protease) kötődése és aktiválása váltja ki51. 
Az alternatív út a szérumban spontán hidrolizálódó C3 fragmentumoknak 
köszönhetően – mely folyamat során a C3b-hez szerkezetileg hasonló C3(H2O) keletkezik -  
kis mértékben fiziológiás körülmények között is állandóan aktivált állapotban van. A 
keletkező C3(H2O) és a B faktor asszociációja révén létrejön az alternatív út prokonvertáz 
enzime, a C3(H2O)B. Az enzimatikus aktivitású D faktor elhasítja a B faktort, és ezzel 
létrehozza a C3(H2O)Bb komplexet. A másik két útvonal C3 konvertázainak hasítása által 
keletkezett C3b fragmentumok szintén kölcsönhatásba lépnek a B faktorral és kialakítják az 
alternatív út C3 konvertázát, a C3bBb komplexet, mely további C3 molekulákat hasít. Ez a 
visszacsatolási folyamat (az ún. „amplification loop”), a komplementaktiváció nagyon 
hatékony felerősítését eredményezi, mivel a klasszikus és a lektin-függő úton elindult 
aktivációt is fokozza. A C3 konvertázok aktivitása során keletkező C3b molekulák ehhez az 
enzimhez kötődve kialakítják a C3bBbC3b komplexet, az alternatív út C5-öt hasítani képes 
C5 konvertáz enzimét. A C5 komponens hasítása után ez a folyamat is a terminális útvonalba 
torkollik52. 
Mindhárom útvonal elvezethet az utolsó, közös fázishoz, a membránkárosító komplex 
létrehozásához. E folyamat során a C5b, C6 és C7 fragmentumok asszociációja 
eredményeként keletkező komplex a célsejt membránjába süllyed, és megköti a C8 és a C9 
komponenseket. Végül a C9 molekula polimerizációjával létrejön a membránt átlyukasztó 





3. ábra. A komplemetrendszer aktiválásának útjai. A komplementrendszer aktivációja három 
útvonalon keresztül valósulhat meg: a klasszikus, a lektin és az alternatív úton. A klasszikus 
úton történő aktivációt elsősorban immunkomplexek indítják el, míg a lektin utat különböző 
szénhidrát motívumok. Az alternatív út kismértékben folyamatosan aktivált állapotban van, de 
számos különböző struktúra (pl.: LPS) ezt jelentősen fokozni képes. A három út a 
komplementrendszer központi molekulája, a C3 aktiválásának szintjén egyesül. A kialakuló 
C3, majd C5 konvertázok működésének eredményeként, a terminális út során kialakuló 
membránkárosító komplex (MAC) végül a sejtek lízisét okozza. 




1.2.2. A C3 molekula 
A klasszikus, a lektin és az alternatív aktiválódási útvonalak találkozási pontjában lévő 
C3 molekula a komplementrendszer központi komponense, amely nemcsak a veleszületett 
immunitásban, hanem az adaptív immunválasz során is alapvető funkciókat biztosít. A 
szérumban nagy mennyiségben (1,3 mg/ml) előforduló fehérje fontosságát az is bizonyítja, 
hogy a molekula nem megfelelő működése vagy csökkent mennyisége esetén fokozott 
érzékenység jelentkezik a bakteriális fertőzésekre, teljes hiánya pedig akár halálhoz is 
vezethet55. Génje a 19-es kromoszómán található, és a keringésbe jutó molekula fő 
termelődési helye a máj44,45. A hepatocitákban kezdetben egyláncú prekurzorként jelenik meg, 
majd proteolítikus hasítást és poszttranszlációs módosítást követően intra- és intermolekuláris 
diszulfid hidakkal összekapcsolt, α és β láncból álló molekulaként szekretálódik. A molekula 
sokrétű biológiai funkcióit a szintén különböző proteolítikus hasítások eredményeként 
keletkező C3-fragmentumok teszik lehetővé (4. ábra), amiben fontos szerepe van a kialakuló 
konformáció-változásoknak56. A keletkező fragmentumok receptoraikhoz (CR1, CR2, CR3, 
CR4, C3aR, C5aR, CRIg) kapcsolódva fejtik ki különböző hatásaikat. Az első lépésben, 
amikor a C3 konvertáz hasítja a C3-at, az α láncról leszakadó C3a molekula – amely 
anafilatoxikus hatású peptid – a környezetbe diffundál, ahol a különböző célsejtekhez kötődve 
fokozza a vérerek átjárhatóságát, a granulociták kemotaxisát és a simaizom kontrakciót. 
Ugyanekkor a nagyobbik, C3b fragmentumon egy instabil, intramolekuláris tioészter csoport 
tárul fel, mely amid, illetve észter kötés kialakítására képes mikróbákon vagy egyéb 
felszíneken hozzáférhető akceptorokkal (C3bA)57. Ez a lépés – vagyis a C3b kovalens 
kötődése – biztosítja a komplementkaszkád aktiválódásának folytatását, de a fixálódott C3b 
egyben receptorok ligandumaként is szolgál. A C3b fragmentum limitált proteolízisének 
következő lépését az I-faktor szabályozza, mely kofaktorai (CR1, MCP (membrán kofaktor 
protein), H-faktor) segítségével kihasítja a kis méretű C3f fragmentumot a C3b molekulából, 
és ezzel a hemolítikus aktivitás szempontjából inaktív, ún. iC3b molekula jön létre. Ez az 
aktiváló felszínhez (patogének, immunkomplexek stb.) továbbra is kovalensen kötődött 
molekula nagyon hatékony opszonin, mely a fagocitózis jelentős mértékű fokozásában játszik 
szerepet. Az iC3b további degradációját szintén az I-faktor biztosítja C3c és C3dg-vé, majd az 
utóbbi végül gyulladásos proteázok hatására C3d és C3g fragmentumokra hasad (4. ábra)58. 
Mivel a kovalens kötés kialakítására képes szekvencia a C3d fragmentumon lokalizálódik, a 
C3f-et, a C3g-t (és persze a C3a-t) kivéve az összes többi C3-fragmentum irreverzibilisen 
kötődve marad az aktiváló felszínen, így lehetővé téve azok különböző 
komplementreceptorokkal való kapcsolódását (3. és 4. ábra). A molekula térszerkezetének 
stabilitása szempontjából érdemes kiemelni, hogy az említett enzimatikus lépések kizárólag a 




4. ábra. A C3 komponens szerkezete és limitált proteolízise. A komplementrendszer központi 
molekulája intra- és intermolekuláris diszulfid hidakkal összekapcsolt, α és β láncból álló 
molekulaként szekretálódik. A C3 konvertáz által lehasított kis peptid, a C3a molekula 
gyulladáskeltő hatású. A nagyobbik, C3b fragmentum kovalens módon kötődik mikróbákon 
vagy egyéb felszíneken található akceptorokhoz. Ezt követően az I-faktor kihasítja a C3f 
fragmentumot az α láncból, és így létrejön az inaktív, ún. iC3b molekula. Az iC3b további 
degradációját szintén az I-faktor biztosítja; a molekula C3c és C3dg-vé, majd az utóbbi C3d 
és C3g fragmentumokra hasad. A nagyobb méretű C3-fragmentumok tehát irreverzibilisen 
kötődve maradnak az aktiváló felszínen, így lehetővé téve azok különböző 
komplementreceptorokkal való kölcsönhatását. 
Forrás: Wagner, Frank, Nat Rev, 201058 – alapján módosítva 
18 
 
1.2.3. A komplementrendszer funkciói 
 A komplementrendszer amellett, hogy felismeri és eliminálja a szervezetbe bejutó 
különböző patogéneket és antigéneket, számos további fontos funkciót is ellát. Opszonizáció 
révén biztosítja az immunkomplexek és az apoptotikus sejtek gyulladásmentes körülmények 
között történő eltávolítását a szervezetből, vörösvérsejtek és fagociták által. Az aktivált 
komponensek fragmentumai részt vesznek a celluláris és a humorális immunválasz 
szabályozásában egyaránt, a különböző sejtek felszínén kifejeződő komplementreceptorokhoz 
történő kötődésük által. Emellett a gyulladás kialakulásában is szerepet játszik a C3a és C5a 
molekulák révén41-43. 
 
1.2.4. A komplementrendszer működésének szabályozása 
Mivel a komplementrendszer aktiválódása a saját sejtek és szövetek károsodásához 
vezethet, szabályozása szigorú és összetett módon történik különböző komplement 
regulátorok részvételével, melyek az aktiválódási útvonal számos lépését képesek modulálni. 
A szabályozás történhet az aktiváló proteázok gátlásával (pl.: C1-inhibitor – C1s/C1r és MBL 
gátlása), a kialakult enzimkomplexek, illetve konvertázok disszociációjának előidézésével 
(pl.: CD59, S-protein és SP-40 – MAC képződés gátlása; C4-kötő fehérje (C4-bp) – 
klasszikus út C3 konvertáz dissziciációja; H-faktor – alternatív út C3 konvertáz 
disszociációja; CD55 – klasszikus és alternatív út C3 konvertáz disszociációja;), a 
proteolítikus hasításhoz szükséges kofaktor aktivitás biztosítása révén (pl.: C4-bp – I-faktor 
kofaktora a C4b hasításánál; H-faktor – I-faktor kofaktora a C3b hasításánál), illetve 
szubsztrát-specifikus proteáz aktivitás által (pl.: I-faktor, CD46 – C3b/C4b hasítása). A 
komplementrendszer működését szabályozó  fehérjék két csoportba sorolhatók aszerint, hogy 
szolubilis (C1-INH (C1-inhibitor), C4-bp, H-faktor, I-faktor, S-protein, SP-40) vagy 
sejtmembránhoz kötött formában (CD35, CD46, CD55, CD59) fordulnak elő a szervezetben. 
A negatív szabályozó elemek mellett pozitív hatású komplement regulátor fehérjeként ismert 
a properdin, mely az altenatív út C3 és C5 konvertázainak stabilizálásában vesz részt41,59. 
Ismert továbbá, hogy kóros körülmények között a konvertázok ellen termelődő autoantitest - 





1.2.5. A C3 aktivációs fragmentumaival reagáló komplementreceptorok és kifejeződésük 
különböző sejteken 
A C3 komponens aktivációja során keletkező hasítási termékek, melyek az aktiváló 
felszín (patogén, antigén, immunkomplex, stb.) C3bA struktúráihoz kovalens kötéssel 
fixálódtak, a különböző sejtek felszínén kifejeződő komplementreceptorokhoz kapcsolódva 
befolyásolják azok működését, így biztosítva fontos biológiai funkciókat. Az 5. ábrán 





5. ábra. A C3 aktivációs fragmentumait kötő receptorok kifejeződése különböző sejteken. A 
komplementrendszer mindhárom útvonalának aktivációja a központi komplementkomponens, 
a C3 aktiválódásához vezet. A molekulából először lehasadó C3a a C3aR-ral lép interakcióba, 
míg a nagyobb méretű, kovalensen a C3bA struktúrákhoz kötődő C3b fragmentum a CR1 
(CD35) és a CRIg fő liganduma. A C3b további proteolízis során iC3b-vé és C3d(g)-vé 
degradálódik, melyek a különböző sejteken kifejeződő CR3-mal (CD11b/CD18), CR4-gyel 
(CD11c/CD18), CRIg-vel és CR2-vel léphetnek kölcsönhatásba. 
Forrás: Erdei et al., Immunol Rev, 201660 – alapján módosítva 
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1.2.5.1. CR1 (CD35) 
 
Az emberi CR1 (CD35) egy kb. 200 kDa tömegű egyláncú membrán glikoprotein, 
mely számos sejten, úgymint vörösvérsejteken, monocitákon, makrofágokon, granulocitákon, 
T- és B-sejteken, FDC-ken, illetve Kupffer-sejteken jelenik meg61. Emellett a plazmában 
keringő szolubilis formája is ismert (sCR1, soluble CR1)62, valamint jelenléte a vizeletben is 
kimutatható (uCR1, urinal CR1)63. Fiziológiás körülmények között elsődleges ligandumai az 
aktiváló felszínhez kötődött C3b és C4b molekulák, de kisebb affinitással az iC3b-vel is 
reagál. További liganduma a C1q64, az MBL65, valamint az Eppstein-Barr vírus megkötésére 
is képes66. Ezen kívül ismert, hogy a receptor specifikusan reagál a hőaggregáció hatására 
keletkező C3b-szerű C3 molekulával is1. 
A sejtmembrán molekula citoplazmatikus részét 25, transzmembrán régióját pedig 43 
aminosav építi fel, míg a receptor extracelluláris doménjét az allélikus variánsoknak 
megfelelően 28-34, ~60-70 aminosavból álló, tandem elhelyezkedő rövid konszenzus 
ismétlődések, ún. SCR-ek alkotják (6. ábra).  A legelterjedtebb allotípusa 30 SCR-ből áll. 
Minden 8. SCR (pl. az SCR-1, az SCR-8, az SCR-15 és az SCR-22, valamint az SCR-2, az 
SCR-9, az SCR-17 és az SCR-23 stb.) egymással homológ, az aminosavsorrendben 68%-
100%-os egyezést mutat. A hasonlóság alapján az SCR-ek hetesével (SCR1-7, SCR8-14, 
SCR15-21, SCR22-28) csoportosíthatók, 7 SCR együtt ún. hosszú homológ ismétlődéseket 
(LHR) alkot. A C-terminális utolsó két SCR doménje (SCR-29 és SCR-30) nem képezi részét 
az előbb említett homológ szekvenciáknak. Az SCR-ek számának megfelelően négy LHR 
(LHR A-D) fordul elő egy CR1-ben67,68. A receptorra nagyfokú polimorfizmus jellemző. A 
vörövérsejtek felszínén megtalálható 4 allotípusát 4 kodomináns allél alakítja ki, melyek 
molekulatömegükben (190, 220, 250, és 280 kDa) és glikoziláltságukban különböznek 
egymástól. Emellett a vörösvérsejtek feszínén megjelenő receptor genetikailag szabályozott 
mennyiségi polimorfizmusa is ismert69. A CR1 harmadik típusú polimorfizmusán alapul a 
Knops vércsoportrendszert. A C4b molekula megkötésében elsődlegesen az SCR1-3 régiók 







6. ábra. A membránkötött CR1 (CD35) szerkezete. A receptor extracelluláris doménjét ~60-
70 aminosavból álló, tandem elhelyezkedő rövid konszenzus ismétlődések, ún. SCR-ek 
alkotják. A legelterjedtebb allotípusa 30 SCR-ből áll. Minden 8. SCR egymással homológ, az 
aminosavsorrendben 68%-100%-os egyezést mutat. A hasonlóság alapján az SCR-ek 
hetesével csoportosíthatók, melyek ún. hosszú homológ ismétlődéseket (LHR) alkotnak. A C-
terminális utolsó két SCR doménje (SCR-29 és SCR-30) nem képezi részét a homológ 
szekvenciáknak. A C4b molekula megkötésében elsődlegesen az SCR1-3 régiók vesznek 
részt, míg a C3b az SCR8-10, valamint az SCR15-17 részekhez kötődik nagy affinitással. 
Forrás: Ishii, Intech Open, 201870- alapján módosítva 
 
A receptor funkciója rendkívül komplex. Az I-faktor kofaktoraként részt vesz a C3b és 
C4b molekulák hasításában, amivel gátolja a kaszkád további aktiválódását, illetve 
ligandumot hoz létre a CR2 számára (C3d). Szintén a komplement-kaszkádban betöltött 
szerepe, hogy megakadályozza az alternatív és a klasszikus út C3 és C5 konvertázainak 
kialakulását59. Az emberi vörösvérsejteken kifejeződő CR1 részt vesz az immunkomplexek 
szervezetből történő eltávolításában71, míg a makrofágokon és a neutrofil granulocitákon 
expresszálódó receptor fontos szerepet tölt be az opszonizált antigének fagocitózisában72. A 
csíraközpontokban jelenlévő FDC-ken megjelenő CR1 nélkülözhetetlen az immunológiai 
memória kialakításához és fenntartásához41. Az emberi T-sejtek esetében a CR1 gátló hatással 
bír bizonyos sejtfunkciókra73, valamint a Treg (regulátoros T-sejtek) sejtek képződéséhez 
járul hozzá74. 
Az emberi B-sejtek BCR indukált aktivációs folyamatainak gátlása e dolgozat témája, 




A CR1 expressziója és funkciója emberi B-sejteken 
A CR1 expressziója a különböző emberi B-sejt populációkon jól karakterizált2,75. Így 
ismert, hogy memória B-sejteken szignifikánsan több CR1 jelenik meg, mint a naiv 
populáción, és a receptor kifejeződése a plazmablasztokon nagyon alacsony mértékű. 
Kutatócsoportunk korábban leírta, hogy humán B-sejteken a CR1 szignifikánsan 
gátolja a sejtek antigénkötő receptorán keresztül kiváltott szabad intracelluláris Ca2+ szint 
növekedését és osztódását1,3. Emellett az aktivációs-marker expresszióra, citokin- és 
ellenanyag-termelésre vonatkozóan is bizonyított a receptor gátló hatása fiziológiás és 
patológiás - rheumatoid artritiszben (RA) és szisztémás lupusz eritematózuszban (SLE) - 
körülmények között egyaránt2,3. Továbbá a CR1 B-sejt funkciókat gátló hatását mások is 
megerősítették számos további kísérletben – egyebek között in vivo modellrendszerekben     
is4-6. A negatív szabályozás molekuláris mechanizmusát részletesen azonban jelenleg még 
nem ismerjük. 
 
1.2.5.2. További komplementreceptorok 
Dolgozatom kísérletes része a fent részletesen jellemzett 1-es típusú 
komplementreceptorral (CR1, CD35) foglalkozik. Ugyanakkor a teljesség kedvéért röviden 




Az emberi CR2 (CD21) egy 140-145 kDa tömegű membrán glikoprotein. B-sejteken, 
FDC-ken, egyes αβ T-sejt alpopulációkon, hízósejteken, bazofil granulocitákon, valamint az 
epitéliális sejteken fejeződik ki76. Ligandumai elsősorban a C3d és C3dg fragmentumok, de az 
iC3b-t77, az Eppstein–Barr vírust78, a CD23 molekulát és az interferon (IFN)-α-t79 is megköti. 
A B-sejtek felszínén a BCR koreceptoraként a CD81 (TAPA, Target of the Antiproliferative 
Antibody), valamint a jelátviteli folyamatokhoz szükséges CD19 molekulával kapcsolódik 
szorosan, trimolekuláris komplexet alkotva. Emellett a CR1-el asszociált formáját is leírták, 
valamint önállóan is megjelenik a sejtfelszínen80. 
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A CR2-t - a CR1-hez hasonlóan - SCR egységek alkotják. Az emberi CR2 
extracelluláris részében 15 SCR-t tartalmaz, amit egy transzmembrán domén, majd egy rövid 
citoplazmatikus szakasz követ77. A receptornak ismert egy úgynevezett hosszú formája is, 
amely 16 SCR régióból áll81, és ugyanazon exon alternatív splicing-ja révén keletkezik, mint 
ami a 15 SCR hosszú verziót kódolja82. Ligandumkötésében az SCR1 és SCR2 régiók 
vesznek részt. 
A B-sejteken betöltött szerepét részletesen vizsgálták egér kísérletekben. Dempsey és 
munkatársai bizonyították, hogy amennyiben C3d-vel opszonizált antigén által keresztkötik a 
BCR-t a CR2-vel, a B-limfociták aktivációs küszöbe lecsökken, és az antigénre specifikus 
ellenanyag-termelésük jelentős mértékben fokozódik. Kimutatták, hogy az 
immunkomplexben jelen lévő egér eredetű C3d molekulák számától függően az ellenanyag-
szekréció akár a 10000-szeresére is növekedhet a kísérleti állatokban. Ezek alapján 
elmondható, hogy egerek esetében a C3d kulcsfontosságú szerepet tölt be az adaptív és a 
veleszületett immunválasz összekapcsolásában, és „molekuláris adjuvánsként” szolgál83.  
Az emberi CR2-ről - részben az egér rendszerekből származó megfigyelésekre 
alapozva azt feltételezik - hogy szintén a BCR koreceptoraként működik. Azonban fontosnak 
tartjuk megjegyezni, hogy az ezzel kapcsolatos irodalom korántsem egységes, és humán B-
sejtek esetében az ellenanyag-termelés CR2-általi fokozását senki nem bizonyította. Az 
intracelluláris Ca2+-szint kis mértékű emelkedését, valamint mérsékelt sejtosztódási választ 
kimutattak, de ez nem hasonlítható az egérben megfigyeltekhez84-86. Mindemellett Tsokos és 
munkatársai a CR2 gátló hatásáról is beszámoltak84.  
 
Különbségek az emberi és egér CR1 és CR2 között 
Fontos megjegyezni, hogy az emberi és az egér 1-es és 2-es típusú 
komplementreceptorok jelentős mértékben különböznek egymástól eredetüket tekintve, 





7. ábra. Az egér és az emberi CR1 és CR2 közötti fő különbségek. Egérben egy közös gén 
(Cr2) kódolja  a CR1-et (CD35) és a CR2-t (CD21) ellentétben az emberrel, ahol két külön 
gén (Cr1 és Cr2) felelős ezen receptorok kódolásáért. Egérben a CR1/2 és a CR2 is a 
CD21/CD19/TAPA trimolekuláris komplex ligandumkötő tagjaként jelenik meg a 
sejtmembránban, míg emberben csak a CR2 vesz részt a komplex létrehozásában. 
Forrás: Erdei et al., Mol Immunol, 200968 – alapján módosítva 
Egérben a CR1 és a CR2 alternatív splicing-gal képződik a közös, Cr2 génről. Ennek 
megfelelően a keletkező két fehérjetermék közel azonos egymással, azzal a különbséggel, 
hogy a 21 SCR egységből álló CR1-hez képest a CR2-ből hiányzik az első 6 SCR, így csak 15 
SCR-ből épül fel87. Mivel a CR2 része a CR1-nek, az irodalomban az egér CR1 gyakran 
CR1/2-ként jelenik meg. A szerkezeti adottságokból következően funkcionálisan sem különül 
el egymástól a két receptor: egér B-sejteken mindkettő serkenti a BCR-függő sejtaktivációt. 
Ezzel szemben az emberi CR1-et és CR2-t két különböző gén – a Cr1 és a Cr2 – 
kódolja, melyekről szerkezetileg eltérő két fehérje íródik át. Így az emberi CR1 és CR2 
felépítésében, ligandumkötésében és a B-sejtek működésében betöltött szerepét tekintve is 
jelentősen eltér egymástól. Mindez tükröződik az ember és az egér receptorainak jelentős 
funkcióbeli különbözőségében is, mivel ellentétben az egér CR1/2-vel, a humán CR1 gátló 




Míg az egerek esetében csak B-sejteken és FDC-k felszínén találhatóak meg ezek a 
receptorok, addig az emberben T-sejteken is kimutatták a jelenlétét (7. ábra).  
Ugyanakkor az emberi B-sejteken csak a CR2 jelenik meg trimolekuláris komplexben 
a CD19 és TAPA molekulákkal, míg az egerek B-sejtjein mind a kétféle receptor a koreceptor 
komplex része68. Mindez erőteljesen alátámasztja azt, hogy emberben a CR1 és a CR2 szerepe 
eltérő, míg egérben a CR1 és CR2 – illetve CR1/2 – szerepe azonos.  
 
CR3 (CD11b/CD18) és CR4 (CD11c/CD18) 
A CR3 (CD11b/CD18) és CR4 (CD11c/CD18) a β2-integrinek családjába tartozó 
receptorok. A molekulacsalád tagjai nem kovalens módon kapcsolódó α és β polipeptid 
láncokból álló heterodimer transzmembrán glikoproteinek, melyek a sejt-sejt, illetve sejt-
extracelluláris mátrix közötti kapcsolatok kialakításában, valamint a sejtek mozgásában 
töltenek be fontos szerepet. Emberben mindkét receptor főként monocitákon, makrofágokon, 
dendritikus sejteken, neutrofil granulocitákon és NK-sejteken fejeződik ki, valamint bizonyos 
B-sejt alpopulációkon is megjelenik88-91. Egérben a CR4 magas expressziós szinttel csak a 
dendritikus sejteken fejeződik ki, a többi sejttípus esetében csak bizonyos alpopulációkon 
jelenik meg. A receptor ligandumai az iC3b, a fibrinogén, az ICAM-1 (intracelluláris adhéziós 
molekula 1, Intarcellular Adhesion Molecule 1), az LPS és számos patogén92-94. Emellett a 
CR3 a β-glükán megkötésére is képes95. 
Ezeket a receptorokat különböző α- (CR3: CD11b; CR4: CD11c) és azonos típusú β-
láncok (CR3 és CR4: CD18) építik fel.  Az eltérő α-lánc ellenére a két receptor nagyfokú 
homológiát mutat, mivel az α-láncok extracelluláris részei 87%-ban megegyeznek 
egymásssal. A rövid intracelluláris részek 56%-ban azonosak96,97. Ismert, hogy mindkét 
receptorban az α-lánc I-doménje felelős a ligandumkötésért, azonban a β-lánc szintén fontos 
szerepet játszik a megfelelő konformáció fenntartásában98-102. 
A szerkezeti hasonlóságok ellenére bizonyított, hogy a két receptor funkcionálisan 
elkülönül egymástól. Míg az emberi dendritikus sejteken a CR3 az opszonikus fagocitózis 
domináns receptora103, addig a CR4 ugyanezeken a sejteken a fibrinogénhez történő 




A CRIg az immunglobulin szupercsaládba tartozó membránkötött szabályozó fehérje, 
mely egerek májának rezidens makrofágjain, azaz a Kuppfer-sejteken expresszálódik. 
Ligandumai a C3b, iC3b és C3c fragmentumok105. Két ismert izoformája közül a „hosszú” 
típusú két extracelluláris domént tartalmaz (IgV és IgC), míg a „rövid” formája csak egyet 
(IgV). A receptor ligandumkötő motívuma az N-terminális részen helyezkedik el és az IgV-
típusú doménhez tartozik105. Funkciói közé tartozik az alternatív út aktiválódásának in vitro 
szelektív gátlása106, továbbá az opszonizált patogének fagocitózisának közvetítésében is részt  
vesz107,108. 
 
C3aR és C5aR 
A C3aR és C5aR a hét transzmembrán hélixet tartalmazó G-fehérje kapcsolt 
receptorok családjába tartozik. A C3aR sokféle sejttípuson kifejeződik: többek között 
neutrofil granulocitákon, monocitákon, makrofágokon, hízósejteken, hepatocitákon, 
bronchiális és alveoláris epitéliális sejteken, endotél-sejteken és asztrocitákon. Liganduma a 
C3a molekula és elsősorban a gyulladás kialakításában játszik szerepet109. A C5aR 
expresszióját neutrofil és eozinofil granulocitákon, monocitákon, makrofágokon, máj 
parenchima sejteken, tüdő vaszkuláris simaizom és endotéliális sejtjein valamint bronchiális 
és alveoláris epitáliális sejteken mutatták ki. Liganduma a C5a molekula, és a C3a-hoz 
hasonlóan, de annál hatékonyabban hozzájárul a gyulladásos folyamatok indukálásához, a 
leukociták kemotaxisa, a neutrofil granulociták és vérlemezkék aggregációja, a hízósejtek 
által termelt mediátorok felszabadítása, valamint a leukotriének, citokinek és reaktív 
oxigéngyökök termelődésének fokozása révén110 
 
1.2.5.3. Komplementreceptorok expressziója és funkciója CLL-ben 
A komplementrendszer számos elemét azonosították lehetséges kockázati tényezőként 
a CLL kialakulásában. A klaszikus és a terminális utak komponenseinek (C1, C2, C3, C5-9) 
deficienciája111, valamint a CLL-sejtek komplement-mediált lízissel szembeni rezisztenciáját 
biztosító sejtfelszíni komplement regulátor fehérjék (CD46, CD55 és CD59) fokozott 
kifejeződése mellett 112,113, a komplementreceptorok megváltozott expessziója is bizonyítottan 
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hozzájárul a CLL patogeneziséhez. CLL-es betegekből származó B-sejtek vizsgálati 
eredményei azt bizonyítják, hogy ezek a sejtek a normál B-limfocitákon megtalálható CR1 
mennyiségének csupán a 10%-át114, a CR2 mennyiségének pedig csak a 30%-át fejezik ki115. 
Egér modellek segítségével mások azt mutatták ki, hogy a CR1 és a CR2 alapvető szerepet 
játszik a sejtek érése során a saját antigének autoreaktív B-sejtek felé történő 
bemutatásában116, így a csökkent mértékű expresszió hozzájárulhat az autoreakív B-sejt 
klónok apoptózisának mérséklődéséhez, ami az anergiás állapotban lévő CLL B-sejtek 
túléléséhez vezethet. A CR3 és a CR4 kifejeződése normál B-sejtek esetében csak bizonyos 
alpopulációkra jellemző. Postigo és munkatársai mandula B-sejtek aktivációját követően 
figyelték meg a CR4 megjelenését, és kimutatták szerepét a fibrinogénhez történő adhézióban, 
valamint a sejtek proliferációjában is91. A CR3 expresszióját memória B-sejteken detektálták, 
és bizonyították a migrációban való részvételét117. Ezzel szemben ismert, hogy mindkét 
receptor megjelenése gyakori a CLL-ben118. Plate és munkatársai arról számoltak be, hogy a 
csontvelő sztrómasejtjei túlélő szignálokat biztosítanak a CLL B-sejtek számára CR3-on és 
más β2 integrineken keresztül119. Ezek az eredmények lehetséges magyarázattal szolgálnak a 
tumorsejtekre jellemző csontvelői akkumulációra és túlélésre. Ezzel ellentétben egy másik 
tanulmány, melyben CLL-es betegek fenotípusos markereit vizsgálták, arról számol be, hogy 
a CR3-at és CR4-et is expresszáló betegek alacsonyabb Rai besorolással és limfocitaszámmal 
jellemezhetőek. Ezek az adatok mind alátámasztják azt az elképzelést, hogy az elégtelenül 
funkcionáló komplementrendszer hozzájárulhat a CLL patofiziológiájához, továbbá erősíti a 
komplement-mediált terápiák alkalmazásának létjogosultságát. 
 
1.3. A Toll-like receptorok 
A Toll-like receptorok a veleszületett immunrendszer csíravonalban kódolt 
mintáatfelismerő receptorai, melyek a mikrobákra jellemző PAMP-ok, illetve a sérült saját 
sejtekből felszabaduló DAMP-ok felismerésére képesek. Fagocitózist nem közvetítenek, 
azonban az NF-κB nukleáris faktor aktiválása révén központi szerepet játszanak a szervezetbe 
kerülő patogének és a veszélyt jelentő struktúrák azonosításában és a veleszületett 
immunrendszer (pl. gyulladásos citokinek) azonnali aktiválásában120. 
28 
 
Napjainkig 13 féle TLR-t azonosítottak emlősökben, melyek közül emberben 10 
(TLR1-10), egérben 12 (TLR1-9 és TLR11-13) fejeződik ki. Monocitákon, makrofágokon, 
dendritikus sejteken, neutrofil granulocitákon, hízósejteken és B-sejteken expresszálódhatnak. 
Lokalizálódhatnak a sejtfelszínen (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR9 és TLR10), 
valamint a sejten belül, intracelluláris vezikulákban is (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, 
TLR12 és TLR13) (8. ábra). A TLR9-ről ismert, hogy az endoplazmatikus retikulumban121 és 
a sejtfelszínen7,122,123 is előfordulhat. 
A TLR-ek 1-es típusú transzmembrán fehérjék, melyek egy leucinban gazdag, 
ismétlődő szekvenciákból felépülő extracelluláris doménből, egy transzmembrán régióból és 
egy citoplazmatikus részből állnak. A citoplazmatikus rész az IL-1R-ral (interleukin-1 
receptor) mutat nagyfokú homológiát, ezért TIR (Toll/IL-1 receptor) doménnek is nevezik121. 
Minden egyes TLR különböző vírus, baktérium, gomba vagy parazita eredetű PAMP 
felimerésére képes. Úgymint lipoproteinek (TLR1, TLR2, TLR5), duplaszálú ribonukleinsav 
(RNS) molekulák (TLR3), lipopoliszacharidok (TLR4), flagellin (TLR5), egyszálú RNS 
molekulák (TLR7 és TLR8) és a DNS (TLR9)121,124. A TLR10 liganduma egyelőre még nem 
ismert, illetve úgy tűnik szerepe egyedülálló a többi TLR között125. 
A különböző molekuláris mintázatok felismerését követően a TLR-ek dimerizálódnak. 
Ismert, hogy a TLR2 a TLR1-gyel és a TLR6-tal is képes párba állni, míg a többi TLR-re a 
homodimerizáció jellemző. Ezt követi a TIR doméneket tartalmazó adaptor molekulák 
toborozása, mint például a Myeloid Differentiation factor 88 (MyD88) és a TIR domain-
containing adaptor inducing interferon-beta (TRIF). A MyD88 a TLR3 kivételével mindegyik 
TLR szignalizációját közvetíti, míg a TRIF a TLR3 és a TLR4 által indukált jelátviteli 
folyamatok továbbításában vesz részt. Mindkét útvonal végül az NF-κβ, illetve - a MAPK-ok 
aktiválódásán keresztül – további transzkripciós faktorok (pl. AP-1 (Activator Protein 1)) 
átíródását eredményezi. Mindez különböző gyulladásos citokinek, I-es típusú interferonok, 
kemokinek és antimikrobiális peptidek szintézisét indítja el, mely molekulák a védelem 
elsődleges vonalát képezve gyulladást idéznek elő. A kialakult gyulladás hatására elindul a 
neutrofilek toborzása, a makrofágok aktivációja, valamint az IFN-stimulált gének 
bekapcsolása révén a fertőző patogéneket direkt módon pusztító mechanizmusok indukciója 





8. ábra. A TLR-ek ligandumai és lokalizációja. A TLR család tagjai a mikrobiális 
komponensek specifikus mintázatait  ismerik fel. A sejtfelszínen lokalizálódó TLR-ek közül a 
TLR2 a TLR1-gyel vagy a TLR6-tal kooperálva a diacilált és triacilált peptidek közötti 
árnyalatnyi különbségek megkülönböztetéséért felelős, míg a TLR5 a flagellint képes 
megkötni. A TLR10 liganduma napjainkig nem ismert. Az intracellulárisan elhelyezkedő 
TLR3 a duplaszálú virális RNS felismerésében vesz részt, míg a TLR7 és TLR8 a vírus 
eredetű egyszálú RNS molekulákat köti meg.  Az intracellulárisan és a sejtfelszínen is 
megjelenő TLR9 a CpG DNS felismerését biztosítja. PM: plazmamembrán. 
1.3.1. Toll-like receptorok expressziója és funkciója B-sejteken 
Számos tanulmány vizsgálta a TLR-ek expresszióját vérből, illetve mandulából izolált 
emberi B-sejt alpopulációkon. Fontos megjegyezni, hogy a legtöbb adat mRNS expresszióra 
vonatkozik, a receptorok fehérjeszintű megjelenését leíró eredmények egyelőre hiányosak. A 
humán vér B-sejtjeiről bizonyított, hogy számottevő mennyiségű TLR1-et, TLR2-t, TLR6-ot, 
TLR7-et, TLR9-et és TLR10-et fejeznek ki126-128. Továbbá ismert, hogy a perifériás B-sejtek 
naiv populációján a TLR6, TLR7, TLR9 és TLR10 alacsony szinten jelenik meg, míg a 
memória B-sejtek ugyanezeket a TLR-eket nagy mennyiségben expresszálják. Ezáltal a 
memóriasejtek fokozott válaszképességgel bírnak bizonyos bakteriális és virális eredetű 
stimulusokra127. A TLR5 és TLR8 expressziójára vonatkozó ellentmondásos eredményeket 
leszámítva, a perifériás vér eredetű mononukleáris sejtek (PBMC) és a mandula eredetű       
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B-sejtek – mely utóbbi B-sejt populációt a dolgozatban bemutatott kísérletekben használtam – 
TLR repertoárja többnyire megegyezik129-131. A mRNS expresszióra vonatkozó adatok közül 
Mansson publikációja a TLR1, TLR2, TLR7 és TLR9 fehérje-szintű megjelenését erősítette 
meg mandulából izolált B-sejtek felszínén (9. ábra)131. Az azonos TLR repertoár ellenére az 
eltérő eredet azoban eredményez némi expressziós szintbeli különbséget a PBMC és mandula 
eredetű B-sejtek TLR-jei között.  Például a TLR7-et kevésbé, a TLR9-et viszont 
fokozottabban fejezik ki a mandula B-sejtek, mint a PBMC-ből izoláltak131. Az előbbi 
publikáció arról is beszámol, hogy a különböző fertőzések nem változtatják meg 
számottevően a mandulából ex vivo izolált B-sejtek TLR expressziós profilját. Szintén 
bizonyított, hogy emberi B-sejtekben a TLR-ek mennyisége megnövekedik a BCR-en és a 
CD40-en keresztül kiváltott stimuláció hatására, mely megfigyelés különösen jellemző a 
TLR9-re és a TLR10-re130. Végül ismert az is, hogy az emberi plazmasejtek TLR repertoárja 
szélesebb: TLR3, TLR4, TLR8 és TLR10 is megtalálható rajtuk129. 
 
9. ábra. A mandula B-sejtek felszínén kifejeződő TLR-ek áramlási citofluorimetriás 
vizsgálata. A kísérlet során a frissen izolált sejtek jelölése intracellulárisan történt egér 
monokolonális anti-CD19 (J4.119, IgG1), anti-TLR1 (GD2.F4, IgG1), anti-TLR2 (TL2.1, 
IgG2a) és anti-TLR9 (26C593, IgG1), illetve poliklonális nyúl anti-TLR7 ellenanyaggokkal 
(üres hisztogramok) és a megfelelő izotípuskontrollokkal (szürke hisztogramok). A 
hisztogramok egy reprezentatív mérés eredményét mutatják az elvégzett négy független 
kísérlet közül. FITC: fluoreszcein-izotiocianát; PE: fikoeritrin. 
Forrás: Mansson et al., Immunology, 2006131 
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Az emberi és az egér TLR-ek megjelenése és funkciója között számos különbség 
ismert. Egyik legfontosabb eltérés, hogy egérben a TLR-ek állandóan kifejeződnek. Továbbá 
fontos az is, hogy az emberi B-sejtek nem reagálnak LPS stimulációra - mivel hiányzik a 
sejtfelszínükről a TLR4126,132, szemben az egér B-sejtekkel, melyeken konstitutív módon 
kifejeződik ez a mintázatfelismerő receptor133,134. A TLR4 mRNS-ét emberben eddig csupán a 
plazmasejtekben detektálták129, illetve kóros állapotok esetében jelenhet még meg135. Az egér 
sejtekkel ellentétben, melyek gyors és erőteljes választ adnak a TLR2 lipopeptidekkel történő 
stimulációjára136, az emberi B-sejtek szenzitizálást igényelnek, hogy reagálni tudjanak az 
agonistára137,138. Ehhez hasonlósan szintén igazolt, hogy az emberi naiv B-sejtek I-es típusú 
interferonokkal történő szenzitizálást követően válnak érzékennyé a TLR7 ligandumokra132. 
További eltérés, hogy az UNC-93B nevű endoplazmatikus retikulumban lokalizálódó 
transzmembrán fehérje, mely az intracelluláris TLR-ekhez történő transzportban tölt be fontos 
szerepet, egérben erőteljesen expresszálódik139, míg az emberi B-sejtekből hiányzik140. Ezek a 
különbségek azt bizonyítják, hogy az emberi B-sejtek kevésbé válaszképesek a TLR 
stimulációra, mint az egér megfelelőik. Ez arra utalhat, hogy emberben a kialakuló B-sejt 
válasz szigorúbban szabályozott141. 
Habár a TLR stimuláció nem egyértelmű előfeltétele a B-sejt fejlődésnek - hiszen a 
MyD88/TRIF dupla knock out egerekben a B-sejtek száma és az alpopulációk megoszlása 
normális142 – bizonyították, hogy egérben segíti a B-sejtek fejlődést, befolyásolja a kialakuló 
repertoárt, valamint a negatív szelekció folyamatát is143. 
In vitro tanulmányok eredményei arra utalnak, hogy a TLR ligandumok mind egérben, 
mind emberben az effektor-funkciók széles skáláját képesek kiváltani, azonban a válasz 
kimenetele nagyban függ az adott B-sejt populációtól és magától a TLR ligandumtól is144. 
Leírták azt is, hogy az emberi B-sejtek TLR ligandumokkal történő stimulációja fokozza a 
sejtek túlélését és osztódási válaszát132,144. Továbbá serkenti az antigénprezentációt és az 
antigén-specifikus T-sejt választ az MHCII (Major Histocompatibility Complex class II), 
valamint CD40, CD69 és CD80 kostimulátor molekulák expressziójának131,144, illetve 
különböző citokinek és kemokinek (pl. IL (interleukin)-1, IL-6, IL-8, IL-10, TNF (tumor 
nekrózis faktor)-α, MIP (Macrophage Inflammatory Proteins)-1 és MCP (Monocyte 
Chemoattractant Protein)-1) szekréciójának145 fokozásán keresztül. Ezen kívül a TLR 
aktiváció a B-sejtek Ig-termelő plazmasejtekké történő differenciácóját is indukálja144,146,147. 
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Ismert, hogy fiziológiás körülmények között a BCR-indukált sejtválaszt a TLR-ek 
aktivációja számos módon képes befolyásolni. Lanzavecchia szerint a TLR-ek egy harmadik 
szignálként szolgálnak a BCR és a CD40 közvetített jelek mellett, mely szükséges a naiv 
humán B-sejtek teljes mértékű aktiválódásához138. Ugyanakkor más tanulmányok azt 
mutatják, hogy a TLR9 önmagában elegendő ugyanezen sejtek hatékony funkcionális 
válaszának kiváltásához125. Az is bizonyított, hogy a TLR-ek szinergizálnak a BCR- és a 
CD40-függő stimulációval, így fokozottabb mértékű aktivációval válaszolnak az említett 
receptorok egyidejű ligandumkötésére, mint a receptorok külön-külön történő 
stimulálására148,149. Ez a jelenség a receptorokhoz kapcsolódó jelátviteli pályák 
konvergálásával magyarázható. Ismert ugyanis, hogy a BCR és a TLR9 is képes indukálni a 
TAK1-en (Transforming Growth Factor β-activated Kinase 1) keresztül a kanonikus NF-κB 
útvonalat. A TAK1 aktiválódása pedig a JNK és p38 MAP-kinázokon keresztül egyéb 
transzkripciós faktorok átíródásához is hozzájárul. A szimultán BCR és TLR9 stimulációról 
bizonyított, hogy a JNK és p38 fokozott mértékű aktiválását eredményezi150. Az irodalmi 
adatok azonban arról is beszámolnak, hogy a BCR-en és TLR9-en keresztül kiváltott kettős 
aktiváció az autoimmunitás kialakulásának is kedvez151-154. 
1.3.2. Toll-like receptorok expressziója és funkciója CLL-ben 
Mivel a TLR-ek fontos szerepet töltenek be a B-sejtek aktivációjában, érésében és 
fejlődésében, potenciális iniciátorai lehetnek a B-sejtes tumoroknak155.  Bár a CLL B-sejtek 
általánosságban rezisztenciát mutatnak az apoptózisra és csupán gyenge proliferációs 
képeséggel rendelkeznek, bizonyos bakteriális stimulusokra és TLR ligandumokra jól 
reagálnak. TLR repertoárjuk megegyezik az egészséges donorok memória B-sejtjein 
megjelenővel, vagyis TLR1-et, TLR2-t, TLR6-ot, TLR7-et és TLR9-et expresszálnak156. 
Ebből következően a TLR-ek aktivációja az egészséges donoroknál tapasztaltakhoz hasonlóan 
indukálja a kostimulációs molekulák (CD40, CD80, CD86) felszaporodását, a 
citokintermelést (IL-6, TNF (tumor nekrózis faktor)-α) és a proliferációt, valamint segíti az 
allogén T-sejt aktivációt is156,157. Mivel ezek a változások fokozzák a tumorsejtek 
antigenitását, jobb célponttá téve őket a terápiás monoklonális antitestek számára, a 
szintetikus TLR7 és TLR9 agonistákat lehetséges anti-tumor terápiás hatóanyagként tartják 
számon158. Azonban ismert az is, hogy a TLR9 agonista CpG bizonyos esetekben eltérő 
módon is befolyásolhatja a B-sejtek életképességét. A mutálatlan Ig nehéz lánccal rendelkező 
CLL-es B-sejtek osztódását a TLR9 ligandumkötése erőteljesen fokozza, szemben a mutált 
IgVH státuszú limfocitákkal, melyek szignifikáns mértékű apoptózissal válaszolnak ugyanarra 
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a stimulusra159. Ezért a TLR-eket kétélű kardként tartják számon a CLL-ben, melyek 
előnyösen és hátrányosan is befolyásolhatják a betegség alakulását. Ugyanis sejthalált 
indukálhatnak157,159, segíthetik a Treg sejtek (regulátoros T-sejtek) kialakulását160, de 
ugyanakkor hozzájárulhatnak a tumorsejtek rendellenes osztódási folyamataihoz is. A 
bemutatott eredmények jelentősen befolyásolhatják a későbbi terápiás lehetőségek tervezését, 
illetve óvatosságra hívják fel a figyelmet a CLL-es betegek TLR agonistákkal, mint 




Mivel a veleszületett immunrendszer működésének következtében a B-sejtek felszínén 
kifejeződő CR-ek és TLR-ek az idegen anyagok és patogének szervezetbe jutásakor 
egyidejűleg azonnal aktiválódhatnak, annak vizsgálatát tűztük ki célul, hogy ez az esemény 
miként befolyásolja a B-limfociták válaszát. Ennek tisztázása érdekében az alábbi 
folyamatokat tanulmányoztuk (10. ábra): 
1.  Kutatócsoportunk korábbi munkáinak folytatásaként – melyben bizonyítottuk, hogy a 
CR1 gátolja az emberi B-sejtek BCR indukált funkcióit – azt vizsgáltuk, hogy a CR1 
miként befolyásolja az egészséges donorokból származó B-sejtek TLR7 és TLR9 
indukált funkcióit. E két TLR a patogén eredetű komponensek és a károsodott 
sejtekből származó nukleinsavak legismertebb szenzora. 
2.  Célunk volt a CR1 keresztkötés hatásának megállapítása a TLR7 és a BCR, illetve a 
TLR9 és a BCR egyidejű aktivációjakor bekövetkező funkcionális változások esetében 
is. Ezekben a kísérletekben azt az in vivo lejátszódó folyamatot kívántuk modellezni, 
amikor a komplementrendszert és a TLR-eket egyidőben aktiváló DAMP-ok vagy 
PAMP-ok a B-sejtek környezetébe kerülnek, ahol a BCR általi felismerésük is 
megtörténik. 
3.  A kérdések megválaszolása érdekében az alábbi B-sejt funkciókat vizsgáltuk a 
mandulából izolált nyugvó B-sejtek esetében:  
- sejtaktivációs markerek (CD40, CD69) megjelenése;  
- IL-6 citokin termelése; 
- sejtek osztódása;  
- sejtek IgM izotípusú ellenanyag termelése.  
4.  A malignus B-sejt transzformációval jellemzett CLL-ben szenvedő betegek véréből 
izolált B-sejtek proliferációs válaszát is megvizsgáltuk, az 1-es és a 2-es pontokban 
leírt stimulusok hatására.  
5. Vizsgáltuk a CR1 általi gátlás hátterében zajló szignalizációs folyamatokat is, annak 
feltárása érdekében, hogy mely pont(ok)ban találkozhat a BCR és a CR1 által 






10. ábra. A doktori munkám során végzett kísérletek céljait bemutató illusztráció. 
Kutatócsopotunk írta le először, illetve további kísérletekben mások is megerősítették, hogy a 
CR1emberi B-sejtek esetében negatívan hat számos BCR-indukált sejtfunkcióra. A korábbi 
munka folytatásaként annak vizsgálatát tűztük ki célul, hogy fiziológiás és patologiás 
körülmények között a CR1 miként befolyásolja az emberi B-sejtek TLR7 és TLR9 indukált 
funkcióit. Célunk volt továbbá a CR1 keresztkötés hatásának megismerése a TLR7 és a BCR, 






3. Anyagok es módszerek 
3.1. Felhasznált anyagok 
ACK: 
• NH4Cl: 8,29 g/l 
• KHCO3: 1 g/l 
• Na2EDTA: 37,2 mg/l 
AET: 
• NaCl: 9 g/l 
• AET: 40 g/l 
• pH 8.5 
GKN: 
• NaCl: 8 g/l 
• KCl: 0,4 g/l 
• Na2HPO4 x 2 H2O: 1,77 g/l 
• D-glükóz: 2 g/l 
• fenolvörös indikátorfesték: 10 mg/l 
PBS: 
• NaCl: 8 g/l 
• KCl: 0,2 g/l 
• Na2HPO4 x H2O: 1,4 g/l 
• KH2PO4: 0,2 g/l 
RPMI-1640 médium: 
• RPMI-1640 por – Sigma R4130 (1000 ml desztillált vízben oldva) 
o HEPES: 25 mM 
o L-Glutamin: 25 mM 
• NaHCO3: 2 g/l 
• Na-piruvát: 0,11 g/l 
• FCS: 10% 
• gentamicin: 50 mg/l 
TWB-0,1% Tween-20 
• Tris: 2,42 g/l 
• NaCl: 8 g/l 
• pH 7.6 




3.2.1. Emberi B-sejtek izolálása mandulából 
A kísérletekhez használt mandula eredetű B-sejtek forrása a Szent László és Szent 
István budapesti kórházakból származó, műtéti beavatkozás során eltávolított gyermek 
garatmandulák voltak. A munkához szükséges etikai engedély rendelkezésünkre állt 
(52088/2015/EKU). A mandulákat először olló segítségével apró darabokra vágtuk, majd 
Petri-csészében műanyag fecskendővel a sejteket a szövetből kinyomkodtuk. A kapott 
szuszpenziót 50 ml-es centrifugacsőben 15 ml Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, 
Amerikai Egyesült Államok) gradiensre rétegeztük, majd 700 g fordulatszámon, 18°C-on 20 
percig centrifugáltuk, fékezés nélkül. A B-sejtek a perifériás mononukleáris sejtek (PMC) 
rétegében helyezkednek el, ami a Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, Amerikai 
Egyesült Államok) oldat tetején gyűlik össze. A PMC-t automata pipettával átvittük egy új 50 
ml-es centrifugacsőbe, majd háromszor mostuk 50 ml glükóz, kálium-klorid és nátrium-klorid 
tartalmú mosópufferrel (GKN oldat) 250 g fordulatszámon, 18°C-on 7 percig centrifugálva. A 
sejteket ezt követően 10% magzati borjúsavót (FCS) (Thermo Scientific, Rockford, IL, 
Amerikai Egyesült Államok) és 50 µg/ml gentamicint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
Amerikai Egyesült Államok) tartalmazó RPMI-1640 alapú sejttenyésztő médiumban (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült Államok) vettük fel.  
A PMC rétege a B-sejtek mellett jelentős mennyiségben (40-60%) tartalmaz T-sejteket 
is. A T-sejtek elválasztásához Alsever-oldatban tartósított birkavörösvérsejt-szuszpenziót 
alkalmaztunk, a következőkben ismertetett előkészítés után. 8 ml birkavörösvérsejt-
szuszpenziót steril centrifugacsőbe pipettáztunk. Háromszor mostuk 50 ml GKN-oldattal 400 
g fordulatszámon, 18°C-on, 7 percig centrifugálva. 10 ml AET (2-(2-aminoetil) izotiurónium-
dihidrobromid)) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült Államok) hozzáadása 
után a keveréket 15 percig inkubáltuk 37°C-on. Ezt követően kétszer mostuk 50 ml GKN-
oldattal és egyszer 50 ml foszfát puffes sóoldattal (PBS). Végül 25 ml PBS-ben vettük fel az 
AET-kezelt birkavért, 5 ml limfocita szuszpenziót adtunk hozzá, majd a kapott birkavér-
limfocita keveréket 20 percig 37°C-on együtt inkubáltuk.  100 g fordulatszámon, 18°C-on, 5 
percen át történő centrifugálást követően 1 órára jégre helyeztük a centrifugacsövet. Újabb 
Ficoll-gradiensen törtenő centrifugálás és háromszori GKN-oldatos mosás után a sejteket 
végül 10% FCS-t (Thermo Scientific, Rockford, IL, Amerikai Egyesült Államok) és 50 μg/ml 
gentamicint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült Államok) tartalmazó RPMI-
1640 alapú sejttenyésztő médiumban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült 




3.2.2. Nyugvó és aktivált B-sejtek elválasztása 
Az izolált B-limfocitákat denzitásuk alapján aktivált és nyugvó populációkra 
választottuk szét a következő módon. 3 ml B-sejt szuszpenziót (kb. 2x107-108 sejt/ml) 15 ml-
es centrifugacsőbe mértünk. Vékonyra húzott Pasteur-pipettán át a sejtek alá rétegeztünk 3 ml 
50%-os, majd 3 ml 65%-os Percoll oldatot (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai 
Egyesült Államok). A csöveket 25 percig centrifugáltuk 700 g fordulaton, 18 oC-on, fékezés 
nélkül. Az 50%-os oldat tetején összegyűlt aktivált, valamint az 50%-os és 65%-os oldat 
közötti határrétegen elhelyezkedő nyugvó B-sejteket Pasteur-pipettával leszívtuk 
centrifugacsövekbe, GKN-oldattal kiegészítettük, háromszor mostuk, majd 10% FCS-t és 50 
μg/ml gentamicint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült Államok) tartalmazó 
RPMI-1640 alapú sejttenyésztő médiumban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai 
Egyesült Államok) vettük fel.  Kísérleteinkben minden esetben a nyugvó B-sejtekkel   
dolgoztunk. 
3.2.3. Emberi B-sejtek izolálása egészséges kontroll és CLL-es beteg vérből 
A PBMC-t 15 ml Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Chicago, IL, Amerikai Egyesült 
Államok) gradiensen történő centrifugálással (700 g, 18°C-on, 20 perc, fékezés nélkül) 
izoláltuk buffy coat-ból vagy a CLL-ben szenvedő betegek EDTA-kezelt (etilén-diamin-
tetraecetsav) véréből.  A buffy coat-ot az Országos Vérellátó szolgálattól vásároltuk, a betegek 
vérének felhasználása írásban adott beleegyezésükkel történt, a 21655-1/2016/EKU számú 
etikai engedély birtokában. Az egészséges kontrollok B-sejtjeit negatív szelekcióval 
választottuk el a PBMC-ből Miltenyi B-sejt Izoláló Kit II-t (Miltenyi, Bergisch Gladbach, 
Németország) alkalmazva a gyártó utasításai szerint, mellyel 80-95%-os tisztaságú B-sejt 
populációt sikerült kinyernünk. A betegek B-sejtjeit Miltenyi B-CLL izoláló kittel (Miltenyi, 
Bergisch Gladbach, Németország) szeparáltuk a gyártó utasításait követve szintén negatív 
szelekció révén, mellyel 99%-os B-sejt tisztaságot értünk el. A CD5- és CD5+ CLL B-sejt 
alpopulációk elválasztásához FITC-cel (fluoreszcein izotiocianát, Fluorescein-Isothyocianate) 
konjugált anti-CD19 ellenanyaggal (Immunotools, Friesoythe, Németország), illetve APC-vel 
(allofikocianon, Allophycocianin) konjugált anti-CD5 ellenanyaggal (Immunotools, 
Friesoythe, Németország) jelöltük a PBMC-t, majd FACS Aria III műszerrel és a FACSDiva 
szoftver alkalmazásával, szortolással választottuk szét a sejteket.  
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3.2.4. Humán C3 izolálás, a C3b-szerű C3 molekula előállítása 
 A C3 komplementfehérjét kevert humán savóból izoláltuk FPLC (középnyomású 
folyadék-kromatográfia, Fast Protein Liquid Chromatography) technika alkalmazásával, Basta 
és Hammer módszere alapján161. A preparátumban nyomokban előforduló IgG szennyeződést 
Protein G gyöngyökkel (Thermo Scientific, Rockford, IL, Amerikai Egyesült államok) történő 
inkubálással távolítottuk el. Az izolált C3 tisztaságát SDS-PAGE (nátrium-dodeciszulfát-
poliakrilamid-gélelektroforézis, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 
és enzimkötött immunszorbens esszé (ELISA) segítségével ellenőriztük, majd kis adagokban -
80 oC-on tároltuk felhasználásig. A C3b-szerű C3 molekulát („C3b-like C3”) – melyet a CR1 
multimer ligandumaként használtunk a kísérleteinkben – a komplementfehérje 63 oC-on, 20 
percig történő hőkezelésével állítottuk elő, Józsi és munkatársai korábban leírt módszerét 
követve1. A hőaggregált C3 molekula C3b-szerű szerkezetét, illetve aktivitását korábbi 
publikációnkban bizonyítottuk, és egyben kizártuk a ligandum CR2-höz történő kötődését is1. 
3.2.5. A B-sejtkultúra összeállítása, körülményei 
A mandulából izolált nyugvó B-sejteket különböző stimulusok jelenlétében 
tenyésztettük 10% FCS-t (Thermo Scientific, Rockford, IL, Amerikai Egyesült Államok) és 
50 µg/ml gentamicint (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) tartalmazó RPMI-1640 alapú 
sejttenyésztő médiumban (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült Államok), 5% 
CO2-dal dúsított levegőt tartalmazó, 37oC-os termosztátban. A sejtek aktivációs marker 
expressziójának, citokintermelésének és sejtosztódási képességének meghatározásához 96-
lyukú, lapos aljú sejttenyésztő lemezt használtunk (Corning, Kennebunk, ME, Amerikai 
Egyesült Államok), míg az enzimkapcsolt immunospot módszerrel (ELISPOT) módszerrel 
történő ellenanyag-termelés meghatározás U-aljú sejttenyésztő lemez (Corning, Kennebunk, 
ME, Amerikai Egyesült Államok) használatával történt. A különböző stimulusokat 
előkísérletekben meghatározott, szuboptimális dózisban alkalmaztuk. A mandulából izolált B-
sejteket a BCR-on keresztül - kísérlettől függően - 2 vagy 5 μg/ml koncentrációjú kecske anti-
humán IgG/M/A F(ab')2 ellenanyaggal (Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, Egyesült 
Királyság) aktiváltuk. A TLR7 stimulálása 5 μg/ml R-837-tel (Imiquimod, Invivogen, San 
Diego, CA, Amerikai Egyesült Államok), a TLR9-é pedig 0,5 μg/ml CpG ODN 2006-tal 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Amerikai Egyesült Államok) történt. A CR1 keresztkötésére 
a receptor multimer formájú, természetes ligandumát, vagyis a C3b-szerű C3-at használtuk 
különböző koncentrációkban (40, 80 és 120 μg/ml). A ligandumokat egyenként, illetve az 
ábrákon feltüntetett kombinációkban alkalmaztuk. 
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A CLL-es betegek, valamint az egészséges kontrollok véréből izolált B-limfociták 
proliferációjának vizsgálata során a sejtek BCR-en keresztüli aktiválása 2,5 µg/ml kecske 
anti-humán IgG/M/A F(ab')2 (Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, Egyesült 
Királyság) és 2,5 µg/ml kecske anti-humán IgD F(ab')2 (Southern Biotech, Birmingham, AL, 
Amerikai Egyesült államok) ellenanyagok keverékével történt, a sejttenyésztő lemez alját 
fedve (4.5. fejezet) vagy szolubilis formában (4.6. fejezet) adva a sejtkultúrához. A TLR9 
stimulus és a C3b-szerű C3 alkalmazása a fent leírtakkal azonos módon történt. A 
sejttenyésztés körülményei szintén megegyeztek a mandula B-sejtek esetében ismertetett 
paraméterekkel, annyi különbséggel, hogy ezekben a kísérletekben a sejtkultúrához 50 ng/ml 
IL-2-t (Immunotools, Friesoythe, Németország) is adtunk. A CR1 által közvetített hatás 
vizsgálatát megelőzően ellenőriztük a CLL-es betegek B-sejtjeinek CR1 expreszióját – ami 
minden esetben pozitívnak bizonyult.  
3.2.6. Aktivációs markerek expressziójának meghatározása 
A B-sejtek aktivációs állapotát a CD69 és CD40 sejtfelszíni molekulák mennyiségi 
változásának meghatározásával követtük, áramlási citofluorimetriás mérést alkalmazva, 
miután a sejteket 2 × 105 sejt/lyuk koncentrációban tenyésztettük 96-lyukó sejttenyésztő 
lemezen 48 órán át 100 μl sejttenyésztő médiumban, különböző aktivátorok jelenlétében. 48 
óra elteltével a sejteket FITC-cel konjugált anti-CD69 (BD Biosciences, San Jose, CA, 
Amerikai Egyesült Államok) és APC-vel konjugált anti-CD40 (Beckman Coulter, Irving, TX, 
Amerikai Egyesült Államok) ellenanyagokkal jelöltük jégen, 30 percen át. Ezt követően a 
sejteket PBS-sel mostuk, majd a fehérjeexpresszió változását FACS Calibur áramlásos 
citofluoriméterrel és CellQuest szoftver (BD Biosciences, San Jose, CA, Amerikai Egyesült 
Államok) alkalmazásával detektáltuk. Az adatok értékeléséhez az FCS Express 3 (De Novo 
Software, Glendale, CA, Amerikai Egyesült Államok) szoftvert használtuk. 
3.2.7. Citokintermelés mérése 
A B-sejteket 96-lyukú sejttenyésztő lemezen 2 × 105 db sejt/lyuk koncentrációban 
tenyésztettük 100 μl sejttenyésztő médiumban, 5% CO2-dal dúsított levegőt tartalmazó,   
37oC-os termosztátban, a korábban leírt stimulusok jelenlétében. 48 óra elteltével a felülúszó 
IL-6 tartalmának meghatározása IL-6 DuoSet szendvics ELISA kit (R&D Systems, 
Minneapolis, MN, Amerikai Egyesült Államok) felhasználásával történt, a gyártó utasításait 
követve. Az OD (Optikai Denzitás) értékeket 450 és 620 nm-en, Multiskan 




3.2.8. Sejtosztódás vizsgálata 
96-lyukú sejttenyésztő lemezre mintánként 4 × 105/100 μl mandulából izolált nyugvó 
B-sejtet vagy 2 x 105/100 μl CLL-es beteg, illetve egészséges kontroll véréből származó B-
sejtet mértünk, az ábrákon feltüntetett stimulusok különböző kombinációinak alkalmazásával. 
A sejtkutúrát CO2 termosztátban (5% CO2, 37oC) inkubáltuk. 48 óra elteltével a sejtekhez      
1 μCi/minta 3H-timidint (NEN, Boston, MA, USA) mértünk, majd további 18 óra múltán a 
sejttenyészetet learattuk, és a mintákat üvegszálas szűrőpapírra szárítottuk. A minták 
percenkénti beütésszámát (cpm) Wallac 1409 típusú folyadékszcintillációs β-számláló 
műszerrel (Wallac, Allerod, Dánia) detektáltuk. 
3.2.9. Ellenanyag-termelés vizsgálata 
Az ellenanyag-termelés indukulásához az aktivátorok és a CR1 ligandum ábrán 
feltüntetett különböző kombinációinak jelenléte mellett IL-2-t, IL-6-ot és IL-10-et 
(Immunotools, Friesoythe, Germany) is adtunk a sejtekhez, 50 ng/ml koncentrációban. 3 
napig tartó inkubálást  követően az IgM szekretáló sejtek gyakoriságát ELISPOT módszerrel 
határoztuk meg, a gyártó utasításait követve (MabTech, Nacka Strand, Sweden). Röviden, 96-
lyukú Multiscreen-IP Filter lemezeket (MAIPSWU10, Millipore, Burlington, MA, USA) 15 
μg/ml egér anti-humán IgM ellenanyaggal (MabTech, Nacka Strand, Sweden) fedtünk 4oC-
on, egy éjszakán át. Mosást követően 1 x 104 különbözőképpen kezelt sejtet mértünk a 
lyukakba. 20 órás 37oC-on történő inkubálást követően a fedett felszínhez kötődő sejteket egy 
gyors mozdulattal eltávolítottuk, a lemezt mostuk, majd  1 μg/ml biotinilált egér anti-humán 
IgM detektáló ellenanyaggal (Mabtech, Nacka Strand, Sweden) történő 2 órás inkubálást 
követően tormaperoxidáz (HRPO)-konjugált streptavidint  (MabTech, Nacka Strand, Sweden) 
adtunk a mintákhoz. A lemezt 1 óra múlva TMB-vel (3,3′,5,5′-tetrametilbenzidin, MabTech, 
Nacka Strand, Sweden) hívtuk elő, és az ellenanyag-termelő sejtek körül kialakult spot-okat 




3.2.10. Syk foszforiláció mértékének vizsgálata PhosphoFlow módszerrel 
Mintánként 106 PBMC-t aktiváltunk 10 percig, 37oC-on, 5 μg/ml kecske anti-humán 
IgG/M/A F(ab')2  ellenanyaggal (Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, Egyesült 
Királyság) 40 µg/ml C3b-szerű C3 jelenlétében, illetve kontrollként, azt elhagyva. A kezelést 
követően a PBMC-t FITC-el konjugált anti-humán CD19 (Immunotools, Friesoythe, 
Németország) ellenanyaggal jelöltük 25 percig 4oC-on, majd 2%-os paraformaldehiddel 
fixáltuk 10 percen át, 37oC-on. A fixált PBMC-t jégen inkubálva permeabilizáltuk 30 percen 
keresztül, csövenként 0,5 ml 100%-os metanol hozzáadásával (Reanal, Budapest, 
Magyarország). A sejteket ezt követően kétszer mostuk és anti-foszfo-Syk ellenanyaggal 
(Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, Amerikai Egyesült Államok) jelöltük. Másodlagos 
ellenanyagként Alexa Fluor 647-tel konjugált kecske anti-nyúl ellenanyagot (Invitrogen, MA, 
Amerikai Egyesült Államok) használtunk. A Syk jelátviteli molekula foszforilációjának 
mértékét áramlási citofluorimetriával vizsgáltuk, ún. PhosphoFlow, vagyis foszfokináz 
specifikus áramlási citofluorimetria módszerét alkalmazva (FACSCalibur). 
3.2.11. Syk foszforiláció mértékének vizsgálata Western-blot módszerrel 
Mintánként 4 x 106 nyugvó mandula B-sejtet aktiváltunk 5 percig 37oC-on, 5 μg/ml 
kecske anti-humán IgG/M/A F(ab')2  ellenanyaggal (Jackson ImmunoResearch, 
Cambridgeshire, Egyesült Királyság), 40 µg/ml C3b-szerű C3 jelenlétében, illetve azt 
elhagyva. Az aktivációt 1 ml hideg PBS hozzáadásával állítottuk le, majd centrifugáltuk a 
sejteket (15000 g, 3 perc, 4oC). A felülúszót leszívtuk, a sejtpelletet 1 órán keresztül lizáltuk 
jégen mintánként 20 µl lízispuffer (összetétel: 20 mM Tris (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA (etilén-diamin-tetraecetsav),  1mM EGTA (etilén glikol tetraecetsav), 1% Triton X-
100, kiegészítve proteáz és foszfatáz inhibitorokkal (2,5 mM Na3VO4, 1 mM PMSF (fenil-
metil-szulfonil-fluorid, Phenylmethylsulfonyl Fluoride), 2 μg/ml aprotinin, 2 μg/ml leupeptin, 
5 μg/ml pepstatin, 1 mM β-glicerofoszfát és 2,5 mM pirofoszfát)) hozzáadásával. Újabb 
centrifugálást (15000 g, 15 perc, 4oC) követően a lizátumot 4:1 arányban 5-szörös 
töménységű redukáló mintapufferrel kevertük össze, majd forraltuk. A fehérjéket 10%-os 
SDS-poliakrilamid gélen (nátrium-dodeciszulfát-poliakrilamid-gélelektroforézis, Sodium 
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) (Merck, Darmstadt, Németország) 
választottuk szét redukáló körülmények között, majd nitrocellulóz membránra blottoltuk (Bio-
Rad Laboratories). 5% marha szérumalbumin (BSA) tartalmú 0,1%-os Tween-20 
mosópufferrel (TWB-0,1% Tween-20) oldattal történő blokkolást követően a membránt nyúl 
anti-foszfo-Syk ellenanyaggal (AbCam, Cambridge, Egyesült Királyság; 4000-szeres hígítás 
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0,5% BSA tartalmú TWB-0,1% Tween-20 oldatban) inkubáltuk egy éjszakán át 4oC-on. Majd 
többszöri TWB-0,1% Tween-20 oldattal történő mosás után HRPO-konjugált anti-nyúl 
ellenanyaggal (Dako, Glostrup, Dánia; 4000-szeres hígítás 0,5% BSA tartalmú TWB-0,1% 
Tween-20 oldatban) inkubáltuk a membránt szobahőmérsékleten, 1 órán át. Végül a jelölt 
fehérjék előhívása ECL (megnövelt kemilumineszcencia, Enhanced Chemiluminescence) 
reakcióval (Merck, Darmstadt, Németország) történt. Loading kontrollként aktint hívtunk elő, 
amihez elsődleges ellenanyagként nyúlban termelt anti-aktin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
Amerikai Egyesült Államok) 20000-szeres hígítását használtuk (5% tejpor tartalmú TWB-
0,1% Tween-20 oldatban); másodlagos ellenanyagként pedig anti-nyúl-HRPO (Dako, 
Glostrup, Dánia) 4000-szeres hígítását, 0,5% BSA tartalmú TWB-0,1% Tween-20 oldatban. 
A denzitometrálás ImageJ szoftver alkalmazásával történt. A mintákat minden esetben 
normalizáltuk a megfelelő aktin loading kontrollal, majd ezt követően 100%-nak vettük az 5 
µg/ml kecske anti-humán IgG/M/A F(ab')2-vel (Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, 
Egyesült Királyság) aktivált mintákhoz tartozó jel értékét és ahhoz képest számoltuk az anti-
BCR stimulust és C3b-szerű C3-mat is kapott minták százalékos arányát. 
3.2.12. Statiszikai vizsgálat 
A CR1 keresztkötés különböző sejtfunkciókra gyakorolt hatásának relatív 
középértékét a következő módon számoltuk ki: elosztottuk az aktivált, valamint C3b-szerű 
C3-mal is kezelt minták értékeit a megfelelő, csak aktivált minták számadataival. Az aktivált 
mintákból származó eredményeket 100%-nak vettük, a CR1-ligandummal kezelt mintákat 
pedig az aktivált minták százalékos értékeként ábrázoltuk. A statisztikai különbségek 
megállapítása - ahol nincs más feltüntetve az ábraaláírásban - one-way ANOVA 
(varianciaelemzés, Analysis of Variance) teszttel történt, GraphPad Prism program 6.00-ás 
verzióját használva (GraphPad Software, San Diego, California). Az ábrák készítéséhez 
ugyanezt a GraphPad Prism szoftvert alkalmaztuk. A P-értékeket 0.05 










4.1. A CR1 keresztkötésének hatása a CD40 és CD69 molekulák mennyiségének 
növekedésére 
Ismert, hogy TLR-indukált aktiváció hatására a B-sejtek rövid időn belül növelik 
kostimulációs molekuláik mennyiségét, és fokozzák a T-sejtek irányába történő antigén 
prezentációt131,144,162. Ezek alapján célunk volt, hogy megállapítsuk a CR1 keresztkötés 
hatását a B-limfociták TLR-függő azonnali fenotípusos változásaira. A vizsgálat során az 
izolált, nyugvó mandula B-sejteket a következő szintetikus TLR agonistákkal kezeltük: R-837 
(TLR7 ligandum) és CpG ODN 2006 (TLR9 ligandum). Továbbá a TLR és a BCR együttes 
stimulusának hatását is vizsgáltuk, az egyik TLR agonistát és az anti-BCR stimulusként 
alkalmazott kecske anti-humán IgG/M/A ellenanyag F(ab)’2 fragmentumát egyidőben adva a 
sejtekhez. A CR1 keresztkötése a C3 hőaggregációjával előállított, korábban karakterizált1 
multimer ligandummal, a C3b-szerű C3-mal történt. A korai aktivációs markerként ismert 
CD69 molekula, valamint a CD40 kostimulációs molekula expressziós szintjének változásait 
az aktiváció után 48 órával mértük.  
4.1.1. A CR1 keresztkötése nem befolyásolja a CD69 és CD40 molekulák TLR7-indukált 
expressziójának fokozódását, azonban erősen gátolja a TLR7 és a BCR együttes 
stimulációjának hatására történő növekedését 
A CR1 keresztkötésének hatását először a B-sejtek TLR7-indukált aktivációs marker 
expressziójának változását követve tanulmányoztuk. Azt találtuk, hogy sem a CD40, sem a 
CD69 molekulák TLR7-indukált fokozott expressziója nem változott a CR1 
ligandumkötésének hatására, még akkor sem, ha a C3b-szerű C3-at növekvő dózisban 
alkalmaztuk (11. A,D,E,H ábrák – a D és a H ábrán a CR1-ligandum dózisainak hatását 
színezett háttérrel emeltük ki). Ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy a TLR7 és a BCR együttes 
aktivációjakor bekövetkező jelentős mértékű expresszió-növekedést még a legkisebb 
koncentrációban (40 µg/ml) használt komplement-eredetű ligandum is szignifikánsan gátolta 
mindkét marker esetében (11. C,D,G,H ábrák), ugyanúgy, mint a BCR általi aktivációkor (11. 
B,D,F,H és 12. B,D,F,H ábrák). 
Eredményeink bizonyítják, hogy a CR1 keresztkötése nem befolyásolja az emberi B-
sejtek TLR7-indukált fenotípusos változásait, azonban szignifikásan gátolja az együttes R-837 









11. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a CD40 és CD69 molekulák TLR7-, és TLR7 + 
BCR-indukált expresszió-növekedésére. A B-sejteket 48 óráig aktiváltuk 5 μg/ml R-837-tel 
vagy 5 μg/ml anti-humán IgG/M/A ellenanyag  F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum  
különböző dózisainak jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (D,H) 
alábrákon). A CD40 (A-D) és CD69 (E-H) molekulák expressziójának változását áramlási 
citofluorimetriával követtük nyomon. Az (A-C, E-G) alábrák az elvégzett kísérletek egy-egy 
reprezentatív hisztogramját mutatják be. A CR1 keresztkötés aktivációs marker expresszióra 
gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR7-en, BCR-en vagy mindkét receptoron 
keresztül egyidejűleg stimulált minták esetében hat független kísérlet eredménye alapján 
számoltuk (D,H). **p < 0.01, ****p < 0.0001. 
4.1.2. A CR1 keresztkötése gátolja a B-sejteken megjelenő CD69 és CD40 molekulák 
TLR9, illetve a TLR9 és a BCR egyidejű stimulációja hatására történő expresszió- 
fokozódását   
A következőekben a CR1 keresztkötésének hatását vizsgáltuk a TLR9, valamint a 
TLR9 és a BCR együttes stimulációjakor bekövetkező aktivációs marker expresszió 
változásokra. Azt találtuk, hogy a CR1 liganduma szignifikánsan és dózisfüggően gátolta a 
CpG-indukált CD40 (12. A,D ábrák) és CD69 (12. E,H ábrák) fokozódást, és jelentős 
mértékben csökkentette a TLR9 és a BCR együttes stimulációjának hatására bekövetkező 
erőteljes expresszió-növekedést is, már a legkisebb alkalmazott koncentrációban (40 μg/ml), 
(12. C,D,G,H ábrák - a D és a H ábrán a CR1-ligandum dózisainak hatását színezett háttérrel 
emeltük ki). 
Ezen adatok bizonyítják, hogy a CR1 keresztkötése a mandula eredetű B-sejteken 
kifejeződő CD40 és CD69 molekulák TLR9-, illetve TLR9+BCR-indukált megjelenését 











12. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a CD40 és CD69 molekulák TLR9-, és TLR9 + 
BCR-indukált expresszió növekedésére. A B-sejteket 48 óráig aktiváltuk 0,5 μg/ml CpG 
ODN 2006-tal vagy 5 μg/ml anti-humán IgG/M/A ellenanyag  F(ab')2 fragmentumával, a CR1 
ligandum különböző dózisának jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a 
(D,H) alábrákon). A CD40 (A-D) és CD69 (E-H) molekulák expressziójának változását 
áramlási citofluorimetriával követtük nyomon. Az (A-C, E-G) alábrák az elvégzett kísérletek 
egy-egy reprezentatív hisztogramját mutatják be. A CR1 keresztkötés aktivációs marker 
expresszióra gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR9-en, a BCR-en vagy mindkét 
receptoron keresztül egyidejűleg stimulált minták eseében legalább három független kísérlet 
eredménye alapján számoltuk (D,H). **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 
 
4.2. A CR1 keresztkötésének hatása az IL-6 citokin termelésére 
A TLR7 és a TLR9 agonistáival kiváltott jelátviteli folyamatok közvetlenül kiváltják a 
B-sejtek általi proinfalammatorikus és immunreguláló citokinszekréciót, melyek közül az   
IL-6 kiemelkedően fontos szerepet játszik a B-sejtek működésének szabályozásban131,144,162. 
Ezért megvizsgáltuk a CR1 keresztkötés hatását a csupán TLR7, illetve TLR9 által, valamint 
ezen receptorok egyikének a BCR-rel egyidőben kiváltott aktivációjának hatására 
bekövetkező IL-6 szintézisére. A szekretált citokin mennyiségét a mandulából izolált B-sejtek 
felülúszójából mértük 48 órás stimulációt követően.  
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4.2.1. A CR1 keresztkötése nem módosítja a B-sejtek TLR7-függő IL-6 termelését, 
azonban erősen gátolja a TLR7 és a BCR együttes stimulációjának hatására kialakuló 
citokin-szekréciót 
Kísérleteink során azt találtuk, hogy a CR1 keresztkötése nem befolyásolta az R-837 
TLR7 agonista hatására fokozódó IL-6 szintézist még akkor sem, mikor a 
komplementreceptor ligandumát növekvő koncentrációban adtuk a sejtekhez (13. ábra – a 
CR1-ligandum dózisainak hatását színezett háttérrel emeltük ki). Ugyanakkor mind a BCR, 
mind a BCR + TLR7 által indukált citokintermelés szignifikánsan csökkent a C3b-szerű C3 
jelenlétében (13. ábra). 
Eredményeink azt bizonyítják, hogy az emberi B-sejtek TLR7-függő IL-6 termelését a 
CR1 liganduma nem befolyásolja, ugyanakkor szignifikánsan és dózisfüggően csökkenti a 











13. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek TLR7-, és TLR7 + BCR-indukált IL-6 
termelésére. A B-sejteket 48 óráig aktiváltuk 5 μg/ml R-837-tel vagy 5 μg/ml anti-humán 
IgG/M/A ellenanyag F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum különböző dózisának 
jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) alábrán). A felülúszókat 
összegyűjtöttük, IL-6 tartalmát ELISA-val mértük. A reprezentatív adatok egy donorból 
származó két párhuzamos minta koncentrációértékének (pg/ml) átlagát ± SEM jelenítik meg 
(A). A CR1 keresztkötés IL-6 termelésre gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR7-en, 
a BCR-en vagy mindkét receptoron keresztül egyidejűleg stimulált minták esetében hét 
független kísérlet eredménye alapján számoltuk (B). ****p < 0.0001. 
4.2.2. A CR1 liganduma csökkenti a B-sejtek TLR9-függő IL-6 termelését anti-BCR 
stimulus jelenlétében és annak hiányában is 
Ahogy az a 14. ábrán is látható, a CR1 liganduma dózisfüggően gátolta a CpG-
indukált IL-6 termelést (a CR1-ligandum dózisainak hatását színezett háttérrel emeltük ki). 
Továbbá kimutattuk, hogy az IL-6 szinergisztikus mértékben megemelkedett szintézise – 
melyet a TLR9 és a BCR együttes aktivációja váltott ki – szignifikánsan csökkent a CR1 
keresztkötésének hatására (14. ábra - a CR1-ligandum dózisainak hatását színezett háttérrel 
emeltük ki). 
Ezen eredményeink azt bizonyítják, hogy a CR1 keresztkötése szignifikánsan gátolja a 
B-sejtek TLR9, valamint a TLR9 és a BCR együttes stimulációjának hatására bekövetkező 








14. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek TLR9-, és TLR9 + BCR-indukált IL-6 
termelésére. A B-sejteket 48 óráig aktiváltuk 0.5 μg/ml CpG ODN 2006-tal vagy 5 μg/ml 
anti-humán IgG/M/A ellenanyag F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum különböző 
dózisának jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) alábrán). A 
felülúszók IL-6 tartalmát ELISA-val mértük. A reprezentatív adatok egy donorból származó 
két párhuzamos minta koncentrációértékének (pg/ml) átlagát ± SEM jelenítik meg (A). A 
CR1 keresztkötés IL-6 termelésre gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR9-en, a 
BCR-en vagy mindkét receptoron keresztül egyidejűleg stimulált minták esetén hét független 





4.3. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek osztódására 
Ismert, hogy a B-sejtek fokozott osztódással válaszolnak mind a BCR-en, mind a 
különböző TLR-eken keresztül kiváltott aktivációra, e receptorok egyenkénti és együttes 
stimulációja esetében is150,163,164. Továbbá, kutatócsoportunk korábban kimutatta, hogy a CR1 
keresztkötése természetes ligandumával jelentősen gátolja az emberi B-sejtek BCR-függő 
proliferációját egészséges donorok és autoimmun betegek vonatkozásában egyaránt1-3. Ezen 
ismeretek alapján fontosnak tartottuk kideríteni, hogy a két veleszületett immunelem – a 
komplementfehérje és a TLR agonista - egyidejű jelenléte miként befolyásolja a B-sejtek 
proliferációját. Ezért megvizsgáltuk a CR1 keresztkötésének hatását a TLR7, TLR9, illetve 
TLR7 + BCR és TLR9 + BCR aktiváció által indukált sejtosztódásra, a receptor természetes 
multimer ligandumának, azaz a C3b-szerű C3-nak a különböző koncentrációit alkalmazva. 
 
4.3.1. A CR1 keresztkötése nem befolyásolja a B-sejtek TLR7-indukált osztódását, 
azonban szignifikánsan gátolja a BCR és a TLR7 együttes aktivációjának hatását 
A mandula eredetű B-sejtek R-837-tel történő stimulációja csupán gyenge, kb. 
kétszeres mértékű proliferációs választ eredményezett (15. A ábra), szemben a CpG erőteljes 
aktivációt kiváltó hatásával (16. A ábra). E megfigyeléseink megegyeznek a vérből izolált B-
sejteken végzett korábbi kísérletek eredményeivel132,144. A mérsékelt sejtaktivációs választ a 
C3b-szerű C3 jelenléte nem befolyásolta, még abban az esetben sem, amikor a BCR-indukált 
osztódást szignifikánsan gátló koncentrációjánál (40 µg/ml) jóval (akár háromszor) magasabb 
dózisban (120 µg/ml) alkalmaztuk (15. ábra). A CR1 keresztkötésének következményeként 
azonban az egyidejű BCR és TLR7 szignál hatására kialakuló proliferációs válasz 
szignifikánsan csökkent (15. ábra). 
Ezen adatok összhangban állnak az előzőekben bemutatott funkcionális tesztjeink 
eredményeivel, tovább erősítve azt, hogy a TLR7 esetében csak a B-sejtek kettős 
stimulációjának (azaz a TLR7 + BCR egyidejű aktivációja) hatására bekövetkező válasza 







15. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek TLR7-, és TLR7 + BCR-indukált 
osztódására. A B-sejteket 72 óráig aktiváltuk 5 μg/ml R-837-tel vagy 5 μg/ml anti-humán 
IgG/M/A ellenanyag  F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum különböző dózisának 
jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) alábrán). A proliferációt 3H-
timidin beépülés alapján mértük. A sejtekhez az utolsó 18 órában 1 µCi/lyuk 3H-tmidint 
adtunk, majd learattuk a kultúrákat. A reprezentatív adatok egy donorból származó három 
párhuzamos minta cpm értékének átlagát ± SEM jelenítik meg (A). A CR1 keresztkötés 
sejtosztódásra gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR7-en, a BCR-en vagy mindkét 
receptoron keresztül egyidejűleg stimulált minták esetén hat független kísérlet eredménye 
alapján számoltuk (B). ****p < 0.0001. 
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4.3.2. A CR1 keresztkötése gátolja a B-sejtek TLR9-, illetve TLR9 + BCR-függő 
osztódását 
Ahogy ez a 16. ábrán látható, a CR1 keresztkötése szignifikánsan és dózisfügggően 
gátolta a mandula B-sejtek TLR9-indukált osztódását (a CR1-ligandum dózisainak hatását 
színezett háttérrel emeltük ki). A CpG és az anti-BCR kettős stimulusa az irodalmi adatokkal 
megegyezően szinergisztikus mértékű sejtosztódási választ váltott ki150,163,164 (16. A ábra). 
Azonban fontos kiemelni, hogy a CR1 természetes ligandumának jelenléte még ezt a jelentős 
mértékű proliferációt is szignifikánsan csökkentette (16. ábra).  
Látható, hogy a TLR7-tel ellentétben a CR1 keresztkötése a TLR9-függő aktivációt 
erőteljesen és dózisfüggően csökkenti. Továbbá eredményeink azt is bizonyítják, hogy a 
komplement-eredetű ligandum még a kettős TLR9 és BCR stimuláció hatására kialakuló 











16. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek TLR9-, és TLR9 + BCR-indukált 
osztódására. A B-sejteket 72 óráig aktiváltuk 0,5 μg/ml CpG ODN 2006-tal vagy 5 μg/ml 
anti-humán IgG/M/A ellenanyag F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum különböző 
dózisának jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) alábrán). A 
proliferációt 3H-timidin beépülés alapján mértük. A sejtekhez az utolsó 18 órában 1 µCi/lyuk 
3H-tmidint adtunk, majd learattuk a kultúrákat. A reprezentatív adatok egy donorból 
származó három párhuzamos minta cpm értékének átlagát ± SEM jelenítik meg (A). A CR1 
keresztkötés sejtosztódásra gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR9-en, a BCR-en 
vagy mindkét receptoron keresztül egyidejűleg stimulált minták esetén hat független kísérlet 
eredménye alapján számoltuk (B). **p < 0.01, ****p < 0.0001. 
 
4.4. A CR1 kereszkötésének hatása az ellenanyag-termelésre 
Ismert, hogy a B-limfociták TLR7 és TLR9 agonistákkal történő stimulációja a sejtek 
differenciációját és ellenanyag-termelését váltja ki, kedvezve az IgM izotípusú ellenanyagok 
megjelenésének147. Hogy megállapítsuk, vajon a komplement-eredetű ligandum befolyásolja-
e a TLR stimulus, illetve a BCR-rel egy időben történő TLR aktiváció hatására kialakuló 
ellenanyagválaszt, a mandula eredetű B-sejteket az aktivátorok különböző kombinációinak 
jelenlétében tenyésztettük. A C3b-szerű C3-at növekvő koncentrációban adtuk a kultúrához. 




4.4.1. A CR1 keresztkötése nem befolyásolja a TLR7-indukált IgM-termelést, azonban 
csökkenti a TLR7 és a BCR egyidejű aktivációjának hatására kialakuló 
ellenanyagválaszt 
Mások által publikált adatokkal144,147 megegyezően mi is azt találtuk, hogy a TLR7 
agonista kevésbé hatékonyan indukálta a B-sejtek IgM-termelését, mint a CpG (17. A és 18. 
A ábrák). Ugyanakkor az együttes TLR7 és BCR stimuláció jelentősen fokozta a megjelenő 
IgM+ B-limfociták számát (17. A ábra). Ahogy az a 16. ábrán látható, az utóbbi esetben a 
CR1 liganduma szignifikánsan és dózisfüggően csökkentette az IgM-termelő sejtek 
mennyiségét. A C3b-szerű C3 hatását vizsgálva azt tapasztaltuk, hogy a csak R-837-tel kezelt 
minták esetében megfigyelhető ellenanyag-termelésre utaló pöttyök száma nem változott 
szignifikánsan még akkor sem, mikor a CR1 ligandumot a legnagyobb koncentrációban (120 
μg/ml) adtuk a sejtkultúrához (a CR1-ligandum dózisainak hatását színezett háttérrel emeltük 
ki) (17. ábra). 
Ezek alapján elmondható, hogy a TLR7-függő IgM-termelést a CR1 keresztkötése nem 
befolyásolja, hasonlóan az általunk vizsgált többi B-sejt funkcióhoz. Azonban a TLR7 és a 
BCR együttes stimulációja hatására nagymértékben fokozott ellenanyagválaszt a komplement-









17. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek TLR7-, és TLR7 + BCR-indukált IgM-
termelésére. A B-sejteket 72 óráig aktiváltuk 5 μg/ml R-837-tel vagy 2 μg/ml anti-humán 
IgG/M/A ellenanyag F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum különböző dózisának 
jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) alábrán). A sejtkultúrát IL-2, 
IL-6 és IL-10 citokinekkel egészítettük ki (50 ng/ml). Az anti-IgM ellenanyaggal fedett PVDF 
(polivinilidén-fluorid) lemezen detektálható IgM-termelő sejtek számát ELISPOT technikával 
határoztuk meg. A reprezentatív adatok egy donorból származó három párhuzamos mintában 
leszámolt IgM termeló sejtek száma/104 sejt értékének átlagát ± SEM jelenítik meg (A). A 
CR1 keresztkötés IgM-termelésre gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR7-en, a 
BCR-en vagy mindkét receptoron keresztül egyidejűleg stimulált minták esetén öt független 
kísérlet eredménye alapján számoltuk (B). **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001. 
4.4.2. A CR1 keresztkötése csökkenti mind a TLR9, mind a TLR9 és a BCR együttes 
aktivációja hatására megjelenő IgM-szekretáló B-sejtek számát 
Korábbi eredményeinkkel megegyezően a külön-külön adott CpG és anti-BCR 
stimulusok fokozott IgM-termelést indukáltak, továbbá ezen stimulusok egyidejű alkalmazása 
szinergisztikus mértékű ellenanyag-szekréciót eredményezett (18. A ábra). A 18. ábrán 
látható, hogy a CR1 ligandum hozzáadása az aktivált sejtekhez minden esetben – így a TLR9 
és a BCR egyidejű stimulációja esetében is - hatékonyan és dózisfüggően gátolta az          
IgM-termelő sejtek megjelenését (a CR1-ligandum dózisainak hatását színezett háttérrel 
emeltük ki). 
A korábban bemutatott funkcionális tesztek eredményével egybehangzóan tehát ebben 
az esetben is azt tapasztaltuk, hogy mind az egyedüli TLR9 stimulust, mind a kettős TLR9 + 
BCR aktiváció következtében kialakuló ellenanyagválaszt szignifikánsan és dózisfüggően 








18. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása a B-sejtek TLR9-, és TLR9 + BCR-indukált IgM-
termelésére. A B-sejteket 72 óráig aktiváltuk 0,5 μg/ml CpG ODN 2006-tal vagy 2 μg/ml 
anti-humán IgG/M/A ellenanyag F(ab')2 fragmentumával, a CR1 ligandum különböző 
dózisának jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) alábrán). A 
sejtkultúrát IL-2, IL-6 és IL-10 citokinekkel egészítettük ki (50 ng/ml). Az anti-IgM 
ellenanyaggal fedett PVDF (polivinilidén-fluorid) lemezen detektálható IgM-termelő sejtek 
számát ELISPOT technikával határoztuk meg. A reprezentatív adatok egy donorból származó 
három párhuzamos mintában leszámolt IgM-termelő sejtek száma/104 db sejt értékének 
átlagát ± SEM jelenítik meg (A). A CR1 keresztkötés IgM-termelésre gyakorolt hatásának 
relatív átlagát ± SD a TLR7-en, a BCR-en vagy mindkét receptoron keresztül egyidejűleg 
stimulált minták esetén hat független kísérlet eredménye alapján számoltuk (B). 




4.5. CLL-ben szenvedő betegek véréből izolált B-sejtek in vitro aktiváció-függő 
osztódása 
Előzetes vizsgálataink során két olyan CLL-ben szenvedő beteg sejtjeit 
tanulmányoztuk, akik különleges B-sejt fenotípussal rendelkeztek, mivel CD5+ és CD5- B 
limfociták is jelen voltak a vérükben. Kísérleteinkben ezen alpopulációk BCR-, TLR7-, 
valamint TLR9-stimulusokra adott proliferációs válaszát hasonlítottunk össze. 
Eredményeink azt mutatják, hogy a CpG erős osztódási választ indukált mindkét beteg 
CD5- B-sejtjei esetében – hasonlóan a kontrollként használt egészséges donor B-sejtjeihez 
(19. ábra), illetve kisebb mértékben ugyan, de az 1-es (19. B ábra) és a 2-es (19. C ábra) 
betegekből származó CD5+ B-sejtek proliferációját is kiváltotta. A kísérletek során 
szuboptimális dózisban alkalmazott anti-BCR stimulus az 1-es beteg és az egészséges donor 
esetében is csupán gyenge B-sejt választ eredményezett (19. A,B ábrák), míg a 2-es beteg B-
sejtjeinek osztódására hatástalannak bizonyult (19. C ábra). Az egyidőben alkalmazott CpG és 
anti-BCR stimulusok az egészséges donorhoz hasonlóan (19. A ábra) fokozták az 1-es beteg 
CD5- B-sejtjeinek proliferációját, szemben a CD5+ populációval, ahol nem volt megfigyelhető 
növekedés az osztódás mértékében a CpG-re adott válaszhoz képest (18. B ábra). Érdekes 
módon, a 2-es beteg CD5- és CD5+ B-sejtjei is gyengébb proliferációval reagáltak a kombinált 
TLR9 + BCR stimulusokra, mint az egyedüli TLR9-közvetitett aktivációra (19. C ábra). 
TLR7 agonistára azonban meglepő módon egyik donor B-sejtjei sem válaszoltak osztódással, 













19. ábra. CLL-es betegekből származó B-sejtek TLR9-, és TLR9 + BCR-indukált osztódása. 
A betegek szortolással szétválasztott CD5- és CD5+ B-sejtjeit, illetve az egészséges kontrollok 
tisztított B-sejtjeit 72 órán át 2,5 μg/ml immobilizált anti-humán IgG/M/A és IgD 
ellenanyagok F(ab')2 fragmentumának keverékével és 0,5 μg/ml szolubilis CpG-vel, illetve 
ezek kombinációjával kezeltük. A proliferációt 3H-timidin beépülés alapján mértük. A 
sejtekhez az utolsó 18 órában 1 µCi/minta 3H-timidint adtunk, majd learattuk a kultúrát. Az 
adatok egy-egy donorból származó három párhuzamos minta cpm értékének átlagát ± SD 
jelenítik meg (A-C). 
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4.6. A CR1 keresztkötésének hatása a CLL-ben szenvedő betegekből származó B-
sejtek in vitro aktiváció-függő osztódására 
 Az előző fejezetben bemutatott kísérletünk eredményei alapján - melyek jól 
demonstrálják, hogy a CLL-ben szenvedő betegek B-sejtjei hatékonyan képesek osztódni a 
TLR9-közvetített aktivációra - arra voltunk kíváncsiak, hogy a CR1 keresztkötése vajon 
hasonló módon befolyásolja-e a CLL B-sejtek TLR9, valamint a TLR9 + BCR stimuláció 
indukált sejtosztódási folyamatait, ahogyan azt korábban az egészséges donorok esetében 
tapasztaltuk (lásd. 4.3.2. fejezet, 16. ábra). A kísérletek során felhasznált B-sejtek ezúttal 
minden esetben egységesen CD5+ fenotípusúnak bizonyultak, így a CD5+ és CD5- 
alpopulációk elkülönítése szükségtelenné vált. 
 A 20. ábrán látható, hogy a CLL B-sejtek CpG stimulusra adott erőteljes proliferációs 
válaszát a CR1 ligandum általi keresztkötése dózisfüggően gátolta – hasonlóan az egészséges 
kontrollokból származó B-sejteknél megfigyeltekhez (a CR1-ligandum dózisainak hatását 
színezett háttérrel emeltük ki). A BCR-közvetített aktiváció azonban ezekben az esetekben 
sem váltotta ki a CLL B-sejtek osztódását, így a CR1 keresztkötés sejtosztódásra gyakorolt 
relatív hatását nem volt értelme ábrázolni. Az egyidejű TLR9 és BCR stimuláció itt is kisebb 
osztódási választ váltott ki, mint az egyedüli TLR9-aktiváció. A csökkent mértékű választ 
azonban a C3b-szerű C3 40 µg/ml-es dózisa - mely a korábbi kísérletekben hatékony gátlást 







20. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása CLL-es betegekből származó B-sejtek TLR9 és 
TLR9 + BCR-indukált osztódására. A betegek B-sejtjeit 72 órán át 2,5 μg/ml szolubilis anti-
humán IgG/M/A és anti-humán IgD ellenanyagok  F(ab')2 fragmentumának keverékével  és 
0,5 μg/ml szolubilis CpG-vel, illetve ezen aktivátorok kombinációjával kezeltük, a CR1 
ligandum különböző dózisának jelenlétében, illetve anélkül (kontroll, 100%-nak jelölve a (B) 
alábrán). A proliferációt 3H-timidin beépülés alapján mértük. A sejtekhez az utolsó 18 órában                  
1 µCi/minta 3H-timidint adtunk, majd learattuk a kultúrát. Az adatok az egy-egy donorból 
származó három párhuzamos minta cpm értékének átlagát ± SEM jelenítik meg (A).  A CR1 
keresztkötés sejtosztódásra gyakorolt hatásának relatív átlagát ± SD a TLR9-en, vagy a TLR9 
+ BCR-en keresztül egyidejűleg stimulált minták esetén három független kísérlet eredménye 
alapján számoltuk (B). *p < 0.1, **p < 0.01. 
 
4.7. A CR1 keresztkötése gátolja a Syk tirozin-kináz BCR-indukált 
foszforilációját 
Régóta ismert, hogy a Syk a BCR-közvetített jelátviteli folyamatok egyik központi 
molekulája, mely a sejtmembrán közelében helyezkedik el, és a sejtaktiváció korai fázisában 
tölt be fontos szerepet. A CR1-hez kapcsolódó szignalizációs események azonban napjainkig 
nem feltártak. Hogy közelebb kerüljünk a jelátviteli molekulák szintjén zajló történésekhez, 
korábbi kísérleteinkben vérből izolált B-sejteken Phosphoflow módszerrel kimutattuk, hogy a 
CR1 liganduma már 40 µg/ml-es koncentrációban is hatékonyan csökkentette a Syk BCR-
indukált foszforilációját (21. A ábra). Ezen eredményünket újabb kísérleteinkben mandulából 
izolált nyugvó B-sejteket alkalmazva is megerősítettük, Western-blot módszerrel (21. B ábra). 
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Adataink arra utalnak, hogy a CR1 már a B-sejt aktiváció kezdeti jelátviteli lépésénél 





                    
72 kDa
42 kDa
21. ábra. A CR1 keresztkötésének hatása emberi B-sejtek BCR-indukált Syk 
foszforilációjára. 106  PBMC-t aktiváltunk 10 percig 5 μg/ml kecske anti-humán IgG/M/A 
F(ab')2  ellenanyaggal 40 µg/ml C3b-szerű C3 jelenlétében, illetve anélkül, majd a Syk 
foszforilációját Phosphoflow módszerrel detektáltuk. A jelöléshez anti-CD19-FITC és nyúl 
anti-pSyk+anti-nyúl-Alexa Fluor 647 ellenanyagokat használtunk. A bemutatott dot plotok az 
elvégzett három független mérés hasonló eredményei közül egy reprezentatív kísérlet 
eredményét mutatják (A). 
A Syk foszforilációjának Western Blot módszerrel történő vizsgálatához 4x106 nyugvó, 
mandula eredetű B-sejtet aktiváltunk 5 percig a fent leírt módon, majd a sejtek extraktumát 
futtatuk PAGE-n (poliakrilamid-gélelektroforézis, Polyacrylamide Gel Electrophoresis). (B). 
Loading kontrollként aktint használtunk (C). Az ábrák egy reprezentatív kísérlet eredményét 
mutatják az elvégzett három közül (B,C). A CR1 keresztkötés Syk foszforilációra gyakorolt 
hatásának relatív átlagát ± SD a BCR-en keresztül stimulált minták esetében három független 
kísérlet eredménye alapján számoltuk denzitometrálással nyert adatokból. A szignifikancia 








A B-sejtek környezetében gyakran jelenhetnek meg a komplementrendszert és a 
különböző TLR-eket egyidejűleg aktiváló mikrobiális komponensek - PAMP-ok - vagy 
károsodott sejtekből felszabaduló veszélyt jelző szignálok - DAMP-ok. Ennek alapján 
feltételezhető, hogy e két veleszületett érzékelőrendszer elemei között kialakuló interakció 
fontos szerepet játszik a B-sejtek válaszának szabályozásában. Mindeddig azonban ezeket 
többnyire külön entitásként tekintették, együttműködésük hatását a B-sejtek funkcióira nem 
vizsgálták.  
A mi kutatócsoportunk bizonyította először, majd mások is megerősítették különböző 
rendszerekben, hogy a CR1 (CD35) nagyon hatékony inhibitora az emberi B-sejtek BCR-
függő aktivációjának1-6. Fontos hangsúlyozni, hogy emberi B-sejtekről van szó. A CR1 
szerepe egér rendszerben ugyanis nem tanulmányozható, mivel a receptor önálló, a CR2-től 
jelentősen eltérő formája, mely emberben BCR gátlást közvetít, nem expresszálódik ebben a 
fajban. Mindez a dolgozat irodalmi bevezetőjében részletesen ismertetésre került.  
Kísérleteinkhez CR1 ligandumként C3b-szerű C3-at („C3b-like C3”) használtunk, 
melyet humán szérumból izolált, IgG-mentesített C3 hőaggregálásával állítottunk elő1. 
Elektronmikroszkópos felvételek alapján korábban megállapítottuk, hogy ez a fehérje ~2-3-
szor nagyobb méretű a molekula aggregálatlan formájánál2, vagyis a CR1 multimer, 
természetes ligandumának tekinthető, ami az in vivo előforduló, C3b-vel opszonizált 
antigénekhez hasonlóan képes keresztkötni a receptort. Kutatócsoportunk korábban alaposan 
jellemezte a C3b-szerű C3 tulajdonságait1. ELISA módszerrel egyértelműen bizonyítottuk, 
hogy a hőaggregáció hatására a fehérje C3b-re jellemző epitópjai a felszínre kerülnek, 
ellentétben a C3d epitópokkal. FACS mérésekkel pedig azt igazoltuk, hogy a ligandum 
specifikusan kötődik a CR1-hez, a CR2-höz pedig egyáltalán nem. Mivel a CR1 keresztkötése 
azonnali változásokat indukál a BCR-közvetített jelátviteli eseményekben, más, lokálisan 
keletkező C3-eredetű fragmentumok – pl. az iC3b – esetleges részvétele szintén kizárható a 
lezajló folyamatokból. Ezzel kapcsolatban bizonyítottuk korábban, hogy a CR1-hez kötődő 
ligandum azonnal gátolja a BCR-által elindított Ca2+ beáramlást1, valamint a dolgozatban 
bemutatott Syk foszforiláció inhibíciója mellett az Erk és JNK jelátviteli molekulák 




A CR1 szerepe normál B-sejtek TLR7- és TLR9-indukált aktivációjának szabályozásában 
eltérő, míg a TLR7 + BCR és a TLR9 + BCR együttes stimuláció hatását szignifikánsan 
gátolja  
Kísérleteinket az adaptív immunválasz kialakulása szempontjából fontos másodlagos 
nyirokszervből, mandulából izolált B-sejteken végeztük el, így közelebb kerülve az in vivo 
lejátszódó folyamatokhoz. A B-sejtek funkcióinak megváltozását a sejtek aktivációs marker 
expressziójának, citokintermelésének, osztódásának és immunglobulin-termelésének 
mérésével követtük.  
Korábbi vizsgálatainkat folytatva bizonyítottuk, hogy a CR1 természetes, 
komplement-eredetű ligandumával történő keresztkötésének hatása egészséges donorok B-
limfocitáinak TLR7 és TLR9 közvetített aktivációjára merőben különbözik e két TLR 
esetében az általunk vizsgált összes funkció vonatkozásában. Míg a CpG által indukált 
válaszokat a CR1 gátolja, addig a TLR7-indukált funkciókat nem befolyásolja, még abban az 
esetben sem, mikor ligandumát a legmagasabb koncentrációban (120 μg/ml) alkalmaztuk. 
Akkor viszont, mikor a TLR7-et vagy a TLR9-et a BCR-rel együtt stimuláltuk, 
erőteljesen érvényesült a komplementreceptor gátló hatása, tehát a nagymértékű 
szinergisztikus aktivációt a CR1 mindkét TLR esetében szignifikánsan blokkolja. 
Eredményeink alapján arra következtethetünk, hogy a TLR7 és a BCR egyidejű aktivációja 
esetén a CR1 ligandumkötése a BCR stimuláció által indukált folyamatok gátlása révén hat a 
kialakuló válaszra. Ezt a feltételezést alátámasztja az aktivációs markerek vizsgálata során tett 
megfigyelésünk, mely szerint a C3b-szerű C3-mal gátolt TLR7 + BCR kettős stimulus közel 
olyan mértékű CD40 és CD69 expressziót eredményez, mint ami a csak a TLR7-en keresztül 
aktivált sejteknél figyelhető meg. 
Kiemelendő eredményünk, hogy BCR stimulus hiányában a CR1 ligandumkötése csak 
a TLR9-indukált aktivációt gátolja, a TLR7-függő folyamatokat egyáltalán nem befolyásolja. 
Ezen megfigyelésünk a CR1 és a TLR7, illetve a CR1 és a TLR9 között kialakuló kölcsönhatás 
eltérő mechanizmusára, valamint a különböző TLR-ekhez kötődő PAMP-ok és DAMP-ok 







A TLR-ek szabályozó szerepe emberben a memória B-sejtek esetében érvényesül 
Emberben a naiv B-limfociták a TLR-eket – közülük különösen a TLR9-et – csak 
BCR stimulációt követően expresszálják, szemben az egérrel, melyre a naiv B-sejtek 
konstitutív TLR expressziója jellemző127. Így tehát emberben a naiv B-sejtek csupán TLR-en 
keresztül nem aktiválhatók, osztódásuk és differenciációjuk különböző szignálok 
kombinációját igényli138. A TLR7 esetében például I-es típusú interferonokkal történő 
szenzitizáció az előfeltétele a naiv B-sejtek aktiválódásának132. Ezzel szemben az emberi 
memória B-sejtek közvetlenül aktiválhatók TLR agonistákkal, mivel ezek a limfociták 
konstitutív módon expresszálnak TLR-eket127. A dolgozatban bemutatott eredmények 
rávilágítanak arra, hogy a CR1 - a C3b-vel opszonizált partikulumok vagy komplexek 
megkötése révén – a BCR-indukált funkciók gátlása mellett kulcsfontosságú szerepet játszik a 
B-sejtek TLR9-en keresztül kiváltott aktivációjának negatív irányú szabályozásában is. Ez 
főként a B-sejtek korai, poliklonális aktivációjának megakadályozásában, illetve a TLR-eket 
fokozottan expresszáló memória B-sejtek funkcióinak szabályozásában lehet lényeges. 
Kísérleteinkhez mandulából és vérből izolált B-sejteket használtunk, melyek 40-60%-
a azonnali válaszra képes memóriasejt (saját megfigyelés és 165,166).  
 
 
A TLR7 és a TLR9 agonisták eltérő mértékű sejtaktiváló hatása 
Más tanulmányokkal egybehangzóan132,144 mi is azt találtuk, hogy a TLR9 
agonistaként alkalmazott CpG jóval hatékonyabb aktivátora a mandulából izolált B-sejteknek, 
mint az R-837, a TLR7 egyik szintetikus liganduma. Itt említem meg, hogy megvizsgáltuk a 
TLR7 másik agonistájának, a CL264-nek a hatását is, de hasonló eredményre jutottunk, mint 
az R-837 esetében. Eredményeink szerint a CpG jó aktivátora a CLL B-sejteknek is, 
ellentétben az R-837-tel, ami e kóros B-sejtek válaszát egyáltalán nem indukálta. 
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A kettős stimuláció szinergisztikus B-sejt választ kiváltó hatása 
Egér és emberi B-sejtekkel végzett vizsgálatok eredményei szerint a BCR egyidejű 
aktivációja a TLR7-tel vagy a TLR9-el szinergisztikus B-sejt válasz létrejöttét eredményezi, 
amit a sejtek citokinszintézisére, ellenanyag-termelésére és izotípusváltására vonatkozóan 
mutattak ki163,167. A jelenség a TLR-ekhez és a BCR-hez kapcsolódó jelátviteli útvonalak 
összefonódásával áll összefügésben167. A hatást tovább erősíti a TLR9 sejtfelszíni 
megjelenésének fokozódása a BCR ligandumkötése következtében168,169. Összhangban 
ezekkel az adatokkal, a mandulából izolált B-sejtekkel végzett funkcionális kísérletek során 
mi is erős szinergizmust tapasztaltunk a kettős TLR9 + BCR aktiváció esetében, a TLR7 + 
BCR stimulusnál pedig a mérések többségében. 
A CLL B-sejtek esetében csak a TLR9 és a BCR együttes stimulációjának hatását 
vizsgáltuk, de a donorok CD5+ sejtjeinek egyike sem mutatott szinergisztikus mértékű 
proliferációs választ. Sőt, a 19. B ábrán bemutatott 1-es beteget kivéve – akinek a B-limfocitái 
mutált nehéz láncot tartalmaztak – a többi, mutálaltlan IgVH státuszú donor CD5+ B-sejtjei 
gyengébben osztódtak a kettős stimulusra, mint önmagában a CpG-re. A megfigyelés 
feltételezhetően a betegek IgVH státuszával áll összefüggésben, ugyanis Chatzouli és 
munkatársai korábban hasonló eredményekről számoltak be mutálatlan nehéz láncú CLL B-
sejtek  jelátviteli molekuláinak és kaszpáz aktivitásának vizsgálata során40. Azonban a 
jelenség hátterében álló mechanizmus egyelőre még nem ismert. 
A CR1 keresztkötésével kiváltott TLR9 gátlás B-sejt tumor (CLL) esetében is érvényesül  
Fontosnak tartottuk megvizsgálni a CR1, a TLR-ek és a BCR között kialakuló 
párbeszéd következményeit patológiás körülmények között tumorossá fajuló B-sejtek 
esetében is, mivel itt különösen fontos szerepe lehet a CR1 sejtosztódást gátló hatásának. A 
vizsgálatokat malignus B-sejt transzformációval jellemzett CLL-ben szenvedő betegek 
véréből izolált B-sejtekkel végeztük el proliferációs képességüket mérve, melyekről 
előzetesen megállapítottuk, hogy kifejezik a CD35 molekulát. Bár a viszgált betegek egy 
részének B-sejtjei egyedi fenotípussal bírtak - mivel a CD5+ populáció mellett CD5- B-
sejtekkel is rendelkeztek, jelen diszkusszióban eltekintünk a CD5- populációból nyert adatok 
tárgyalásától, mivel azok nem a tipikus CLL B-sejt tulajdonságokat reprezentálják. 
Annak ellenére, hogy egyes irodalmi adatok szerint a CLL B-sejtek expresszálnak 
TLR7-et156, mi azt tapasztaltuk, hogy az R-837 azon dózisára, mely az egészséges donorok 
mandulából izolált B-sejtjeinek ~2-szeres mértékű osztódását váltotta ki, a vizsgált CLL B-
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sejtek nem reagáltak. Így a CR1 esetleges hatását ebben az esetben nem vizsgáltuk a 
továbbiakban. A TLR9-en keresztüli stimulációra azonban az egészséges donorok véréből 
izolált B-sejtekhez hasonló módon a CLL B-sejtek is erőteljesen osztódtak, összhangban a 
Decker és munkatársai által is leírtakkal170. Ellentétben azonban a CpG-re adott erőteljes 
válasszal, a CLL B-sejtek BCR-en keresztül kiváltott aktivációja nem eredményezte a sejtek 
számottevő osztódását. Ennek egyik oka egyrészt az lehet, hogy a mutált IgVH gént kifejező 
CLL típusra – mely körülmény a 19. B ábrán bemutatott 1-es beteg esetében állt fenn – 
jellemző a sejtek anergiás állapota, másrészt szerepet játszhat az is, hogy a CD5+ populáció 
sejtjein kismértékű a BCR expressziója. Figyelembe kell venni továbbá a CD5 molekula 
negatív szabályozó hatását is, amit a BCR-indukált jelátviteli útvonalak esetében 
bizonyítottak171-173. Mindemellett annak érdekében, hogy vizsgálhassuk a kombinált anti-BCR 
és CpG stimulusok szinergisztikus hatását, szuboptimális dózisban alkalmaztuk az anti-BCR-
t. Ahogy azt az előző bekezdésben már ismertettük, a kettős stimulus szinergisztikus hatása 
nem volt megfigyelhető, egy donort kivéve a sejtek gyengébben osztódtak a TLR9-en és 
BCR-en kesztül szimultán kiváltott aktivációra, mint önmagában a CpG-re. Ez valószínűleg a 
donorok IgVH státuszával hozható összefüggésbe. 
A CR1 szerepét a TLR9 és a TLR9 + BCR által indukált proliferációban CD5+ CLL-B 
sejtek alkalmazásával vizsgáltuk. Ezek a sejtek az előzőekben említettek miatt anti-BCR 
stimulusra nem osztódtak számottevően, ezért a CR1 gátló hatásának vizsgálata ebben az 
esetben okafogyottá vált. Ugyanakkor a TLR9 által indukált proliferációt a CR1 keresztkötése 
a normál donorok esetében mérthez hasonlóan, szignifikánsan gátolta. A CR1 hatást vizsgáló 
kísérletekbe bevont betegek B-sejtjeinek osztódását - melyek a TLR9 és a BCR egyidejű 
stimulációjára mind kisebb mértékű proliferációval válaszoltak, mint a csak TLR9-et 
triggerelő agonistára - meglepetésünkre a CR1 keresztkötése nem befolyásolta. Ennek oka az 
lehet, hogy ezekben az mutálatlan néhézlánccal rendelkező sejtekben a BCR-indukált 
szignalizáció megváltozott, továbbá lehetséges az is, hogy a CpG-közvetített intracelluláris 
folyamatok szintén eltérnek a normál B-sejtekétől. A folyamat hátterében álló molekuláris 
mechanizmus feltáráshoz további kísérletek elvégzése szükséges. 
A dolgozatban bemutatott eredményeink a CR1 egy eddig ismeretlen szerepét, vagyis a 
TLR-ekkel való kölcsönhatás fontosságát bizonyítják, és ezzel felhívják a figyelmet az emberi 
B-sejt funkciók szabályozásának egy újabb szintjére. Eredményeink igazolják a 
komplementrendszer és a TLR-ek közötti együttműködés adaptív immunfolyamatok 
modulációjában betöltött szerepét, fiziológiás és patológiás körülmények között egyaránt. 
69 
 
A lokálisan termelt komplementfehérje szerepe 
Mivel a szérumban jelenlévő komplementfehérjék többsége nem jut el testünk minden 
pontjába, azt feltételezzük, hogy a vizsgált folyamatokban a különböző szövetekben 
szintetizálódó komponensek vesznek részt. Így például a másodlagos nyirokszervekben 
kialakuló koncentráció függ a komplement-komponenseket termelő sejttípus (pl.: monocita, 
makrofág, dendritikus sejt, B- és T-limfocita, epiteliális sejt) aktiváltsági állapotától, amit egy 
lokális gyulladás jelentősen fokoz. Számos eredmény bizonyítja, hogy az in situ termelt 
komplementfehérjéknek fontos szerepük van az immunválasz elindításában és 
szabályozásában egyaránt (részletezve a 44,45 publikációkban), ami feltlételezésünk alapjául 
szolgál. 
A Syk foszforilációjának gátlása a CR1 keresztkötése által 
Eredményeink arra utalnak, hogy a CR1 egy olyan szignalizációs molekulára hatva 
fejti ki gátló funkcióját, mely közös eleme a BCR és a TLR9-indukált jelátviteli útvonalaknak, 
viszont független a TLR7-hez kapcsolódó intracelluláris eseményektől. Számos BCR által 
elindított útvonalban résztvevő molekuláról ismert, hogy a TLR-indukált jelátviteli pályákkal 
együttműködve részt vesz a B-sejt válasz pozitív szabályozásában  (erről bővebben a Suthers 
által írt Frontiers in Immunology review-ban lehet olvasni:167). Ilyen tirozin-kináz enzim a 
Syk is, amely régóta ismert kulcsmolekulája a B-sejt aktiváció folyamatának174. Habár a CR1 
szignalizáció részletes molekuláris mechanizmusa napjainking nem ismert, eredményeink azt 
bizonyítják, hogy a Syk részt vesz a CR1 által közvetített gátlásban, mivel a BCR-indukált 
foszforilációja csökken a CR1 keresztkötésének hatására. E mellett kutatócsoportunk és 
mások korábban azt is bizonyították, hogy a TLR9-függő B-sejt aktiváció csökken Syk-
inhibitorok jelenlétében7,175. Ennek oka az, hogy a Syk részt vesz a sejtfelszínen 
expresszálódó TLR9 által megkötött CpG endolizoszómákba történő szállításában, ahol a 
sejtorganellum membránjában is jelenlévő TLR9-hez kötődhet7. Ellentétben a TLR9-el, nincs 
arra vonatkozó adat, hogy a Syk részt venne a TLR7 jelátvitelében. Ez egyebek között 
magyarázható azzal is, hogy a TLR7 nem fejeződik ki az emberi B-sejtek felszínén.  
 
Az általunk leírt folyamatokat, és a CR1 által kiváltott gátlás feltételezett molekuláris 





22. ábra. A CR1 közvetített gátlás feltételezett molekuláris mechanizmusa. Kísérleteink 
eredményei arra utalnak, hogy a CR1 egy olyan szignalizációs molekulára hatva fejti ki gátló 
funkcióját, mely közös eleme a BCR és a TLR9-indukált jelátviteli útvonalaknak, viszont 
független a TLR7-hez kapcsolódó intracelluláris eseményektől. Saját és mások korábbi 
eredényeire alapozva azt gondoljuk, hogy a CR1 közvetített gátlás célmolekulája a Syk 
jelátviteli molekula lehet. Ugyanis bizonyítottuk, hogy a tirozin-kináz BCR-indukált 
foszforilációja csökken a CR1 keresztkötésének hatására. Valamint ismert, hogy a Syk részt 
vesz a sejtfelszínen expresszálódó TLR9 által megkötött CpG endolizoszómákba történő 
szállításában is, ahol a sejtorganellum membránjában is jelenlévő TLR9-hez kötődhet. Arra 
vonatkozó adat viszont nincsen, hogy a Syk szerepet játszana a TLR7 jelátvitelében. Ez 




A CR1 mint terápiás célpont 
Irodalmi adatok alapján ismert, hogy a nukleinsav-fehérje komplexek által kiváltott 
szinergisztikus BCR-TLR7/9 aktiváció a sejtosztódás és az autoantitest-termelés fokozása 
révén hozzájárul az autoreaktív B-sejtek keletkezéséhez is151-153. Továbbá leírták azt is, hogy 
a rheumatoid faktort termelő B-sejtek teljes mértékű aktiválódását ez a kettős szignál szintén 
képes kiváltani176,177. Emellett bizonyított az is, hogy a BCR és a TLR7 együttes stimulációja 
gyengíti a perifériás B-sejt toleranciát154. Érdekes módon azonban a BCR és a TLR9 együttes 
aktivációja ellentétes hatást is kiválthat. Ugyanis autoreaktív B-sejtek vizsgálata során 
Kuraoka és munkatársai azt tapasztalták, hogy tolerancia alakult ki a szinergisztikus BCR és 




Eredményeink bizonyítják, hogy a CR1 (CD35) fontos szerepet játszik a TLR-, valamint a 
TLR + BCR-függő B-sejt funkciók fiziológiás és patológiás szabályozásában egyaránt. Mivel 
az aktiváló receptorok a fent részletezett körülmények között hozzájárulhatnak az autoreaktív 
B-sejtek kialakulásához, a CR1 ligandumkötését követő erős gátló hatás révén terápiás 
célpontként azonosítható bizonyos autoimmun betegek, mint az SLE-ben vagy RA-ban 
szenvedők esetében2,3. Bíztató jelnek tekinthető, hogy az in vitro kísérletek mellett in vivo 
állat-modellben is bizonyították már ezt a hatást4-6. Voynova és munkatársai korábban 
sikeresen létrehoztak egy kiméra molekulát, mely SLE-s betegek DNS-re specifikus 
autoreaktív B-limfocitáinak eliminációját indukálta azáltal, hogy a sejtek BCR-ét 
keresztkötötte a CR1-el. A konstrukció egy DNS mimotóp peptidből, valamint egy ahhoz 
kapcsolt anti-CD35 ellenanyagból áll. A DNS-peptid kiméra alkalmazásával nemcsak az 
SLE-s betegek anti-DNS ellenanyagokat termelő B-sejtjeinek szelektív ritkításában értek el 
eredményt4, hanem patológiás B-limfociták CR1-en keresztül történő célzott eliminációját is 
leírták már az SLE humanizált SCID (súlyos kombinált immunhiány, Severe Combined 
Immunodeficiency) egérmodelljében5. Továbbá napjainkban, a fenti konstrukcióhoz hasonló 
elveken alapuló kiméra alkalmazásával Manoylov és munkatársai is pozitív eredményekről 
számoltak be 1-es típusú diabéteszben szenvedő betegek PBMC-jében található autoreaktív 
B-sejtek ellenanyag-termelésének in vitro CR1-en keresztül megvalósított szelektív 
gátlásában6. 
A dolgozatban bemutatott eredmények alapján a CR1 „célzásával” a jövőben 




1. Bizonyítottuk, hogy a CR1 (CD35) komplementreceptor ligandumkötése eltérő módon 
befolyásolja a patogén-eredetű komponensek (PAMP-ok) és a károsodott sejtekből 
felszabaduló veszélyt jelző molekulák (DAMP-ok) érzékelésében fontos szerepet 
játszó TLR7 és TLR9 által indukált funkciókat tonzilla eredetű B-limfociták esetében.  
- Eredményeink azt bizonyítják, hogy a CR1 keresztkötése nem befolyásolja a 
TLR7 agonista által indukált folyamatokat – így a sejtfelszíni aktivációs markerek 
(CD40, CD69) megjelenését, az IL-6 citokin termelését, a proliferációt és az IgM 
izotípusú ellenanyagok termelését. 
- Ezzel szemben a TLR9-en keresztül ható CpG által kiváltott minden fenti 
aktivációs folyamatot szignifikánsan gátol a CR1-hez kötődő, C3-eredetű 
komplement-ligandum. 
 
2. A CR1 keresztkötésének hatását vizsgálva a TLR9 és a BCR, illetve a TLR7 és a BCR 
együttes stimulációjára, arra az eredményre jutottunk, hogy a szimultán trigger által 
kiváltott erős, szinergisztikus hatást mindkét TLR esetében szignifikánsan gátolta a 
komplement-eredetű ligandum. Ez arra utal, hogy az in vivo is lejátszódó folyamat, 
vagyis a veleszületett immunrendszer fontos elemeinek jelenléte és egyidejű 
aktivációja döntően befolyásolja a humorális immunválaszt biztosító B-sejtek 
antigénkötő receptora által kiváltott alapvető funkcióit.  
 
3. A CR1, a TLR9 és a BCR között kialakuló párbeszéd sejtproliferációra gyakorolt 
hatását patológiás körülmények között tumorossá fajuló B-sejtek esetében, azaz CLL-
ben szenvedő betegek véréből izolált B-sejteken is megvizsgáltuk. Eredményeink azt 
mutatják, hogy a kórosan felszaporodott CD5+ B-sejtek a BCR-stimulusra nem 
válaszoltak jelentős mértékben, de a CpG általi aktiváció erős proliferációt okozott. Ez 
utóbbi, TLR9-indukált aktivációt a CR1 keresztkötése az egészséges donorok B-sejtjei 




4. A Syk tirozin-kinázról bizonyított, hogy amellett, hogy kitüntetett szereppel bír a 
BCR-indukált szignalizációban, hozzájárul a sejtfelszínen megkötött CpG 
intracelluláris TLR9-ekhez történő szállításához is. Azonban nincs arra vonatkozó 
adat, hogy a Syk a TLR7 jelátvitelében is részt venne. Tanulmányozva a CR1 
keresztkötésének hatására bekövetkező intracelluláris folyamatokat, a BCR-függő Syk 
foszforiláció gátlását tapasztaltuk. Ennek alapján arra a következtetésre jutottunk, 
hogy a CR1 gátló hatása a BCR- és a TLR9-függő jelátviteli lépések közös pontjában, 
a Syk tirozin-kináznál érvényesül, az enzim foszforilációjának gátlása révén. Ezek 
alapján azt gondoljuk, hogy a kettős TLR7 + BCR stimulus hatására kialakuló jelentős 
mértékű sejtválaszt a CR1 a BCR-indukált Syk aktiváció szupressziója révén 
csökkentette. 
 
Eredményeinket összegezve tehát bizonyítottuk, hogy a CR1 (CD35) fontos szerepet 
játszik a TLR- és a TLR + BCR függő fiziológiás és patológiás B-sejt funkciók 
szabályozásában egyaránt. Mivel a szérumban jelenlévő komplementfehérjék többsége nem 
jut el testünk minden pontjára, azt feltételezzük, hogy az általunk vizsgált folyamatokban 
elsősorban a másodlagos nyirokszervekben a különböző sejtek (pl. makrofágok, dendritikus 
sejtek) által in situ szintetizálódó komponensek, illeve azok aktivácós fragmentumai vesznek 
részt.  
A ligandum megkötését követő erős gátló hatása révén a CR1 lehetséges terápiás célpont 
autoimmun betegek (RA, SLE) esetében, mivel a komplementreceptoron keresztül 
megvalósuló gátlás az autoreaktív B-sejtek kialakulásának, stimulációjának és ellenanyag-
termelésének csökkenését eredményezheti. A B-sejtes tumorok esetében pedig a CR1 




A B-sejtek környezetében gyakran jelenhetnek meg a komplementrendszert és a 
különböző TLR-eket egyidejűleg aktiváló mikrobiális komponensek - PAMP-ok - vagy 
károsodott sejtekből felszabaduló veszélyt jelző szignálok - DAMP-ok. Feltételezhető, hogy e 
két veleszületett érzékelőrendszer elemei között kialakuló interakció fontos szerepet játszik a 
B-sejtek válaszának szabályozásában. Mindeddig azonban ezeket többnyire külön entitásként 
tekintették, együttműködésük hatását nem vizsgálták. A mi kutatócsoportunk bizonyította 
először, majd mások is megerősítették különböző kísérleti rendszerekben, hogy a CR1 
(CD35) nagyon hatékony inhibitora az emberi B-sejtek BCR-függő aktivációjának. 
Hogy még közelebb kerüljünk az említett rendszerek közötti együttműködés 
részleteinek megértéséhez, a dolgozatban bemutatott munkánk céljaként tűztük ki annak 
vizsgálatát fiziológiás és patológiás körülmények között egyaránt, hogy a CR1 miként 
befolyásolja az emberi B-sejtek TLR7 és TLR9 indukált funkcióit. Emellett modellezve 
azokat a körülményeket, amikor a komplementrendszert és a TLR-eket egyaránt aktiváló 
DAMP-ok vagy PAMP-ok a B-sejtek környezetébe jutnak, feltártuk a CR1 keresztkötésének 
következményeit a TLR7 és a BCR, illetve a TLR9 és a BCR egyidejű aktivációjakor 
bekövetkező funkcionális változásokra is. 
Kimutattuk, hogy a CR1 keresztkötése szignifikánsan és dózisfúggően csökkenti a 
mandula B-sejtek TLR9-indukált aktivációs marker expresszióját, citokintermelését, 
proliferációját és ellenanyag-termelését, viszont nincs hatással a TLR7-indukált funkciókra. A 
TLR7 és a BCR, illetve a TLR9 és a BCR együttes stimulációjára kialakuló szinergisztikus 
választ azonban szignifikánsan gátolja a komplement-eredetű ligandum. Patológiás 
körülmények között, CLL B-sejtek esetében is bizonyítottuk a CR1 gátló hatását a TLR9 
indukált osztódási folyamatra. 
Igazoltuk továbbá vér és mandula eredetű B-sejtek esetében is, hogy a CR1 
keresztkötése csökkenti a BCR indukált Syk foszforilációt, ami arra utal, hogy a receptor 
inhibitor hatását már a B-sejt aktiváció kezdeti jelátviteli szakaszában kifejti. 
Eredményeink alapján arra lehet következtetni, hogy amikor a komplementrendszert és 
a TLR-eket is aktiváló PAMP-ok vagy DAMP-ok jelen vannak a B-sejtek környezetében, akkor 
a CR1 és a TLR7, valamint a CR1 és a TLR9 között kialakuló kooperáció az emberi B-sejtek 





When both complement and TLR-activating microbial or damage products are present 
in the B cell environment the developing crosstalk between the two key innate elements may 
profoundly modulate B-cell responses. Up to now, the immune response modulating capacity 
of the complement system and TLRs mainly have been studied separately, and the outcome of 
their interplay in regulating B cell functions has only scarcely been investigated. Our group 
and others have shown that CR1 is a strong inhibitor of BCR-mediated human B cell 
responses. 
Therefore, to obtain a deeper insight into the cooperation between these two innate 
systems, the objective of this study was to reveal how engagement of the inhibitory CR1 by 
its natural ligand influences the activation of human B cells in physiological and pathological 
conditions triggered by TLR7 and TLR9, the two most studied sensors of pathogen-derived 
patterns and damaged self-nucleic acids. Furthermore, we also aim to uncover the functional 
consequences of the simultaneous ligation of TLR7 or TLR9 and CR1 in conjunction with 
BCR engagement, which mimics the conditions, when both complement and TLR-activating 
microbial or damage products are present in the B cell environment. 
We demonstrated that CR1 clustering significantly and dose dependently reduces the 
TLR9-induced expression of activation markers, cytokine production, proliferation, and 
antibody production by tonsillar B cells, but has no effect on the TLR7-induced functions. 
Importantly however, the synergistic response to the simultaneous engagement of either 
TLR9 and BCR or TLR7 and BCR was significantly inhibited by CR1 occupancy. Moreover, 
we also found CR1 to be a potent inhibitor of TLR9-induced proliferation of CLL B-cells. 
The negative effect of CR1 crosslinking on BCR-induced phosphorylation of Syk in the case 
of both blood-derived and tonsillar B-cells has been proven as well. This suggests that the 
inhibitory effect of CR1 was exerted at the initial step of the BCR-mediated signaling 
pathway. 
Overall, our results imply that when complement- and TLR-activating PAMPs or 
DAMPs are present in the B cell environment, the cooperation between CR1 and TLR7 or 
TLR9 provides additional levels of the regulation of human B cell functions, which may have 
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